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SYMBOLE I SKRÓTY UŻYWANE W PRACY
2K1C – 2 kidney 1 clip
3-NT – 3-nitrotyrozyna
AIF – apoptosis inducing factor
ALAS – syntaza kwasu δ-aminolewulinowego
AP-1 – czynnik transkrypcyjny activator protein-1
Apaf-1 – apoptotic protease activating factor
ATM – ataxia teleangiectasia-mutated
Bcl – B cell leukemia/lymphoma-2
CoPP – protoporfi ryna kobaltowa
COX – cyklooksygenaza (cyclooxygenase)
Cyt IV – podjednostka IV oksydazy cytochromu c
Cyt c – cytochrom c
DIABLO – direct IAP binding protein with low PI
FasL – Fas ligand
GM-CSF – granulocyte-macrophage colony stimulating factor
HO – oksygenaza hemowa (heme oxygenase)
IAP – inhibitors of apoptosis proteins
IL – interleukin
JNK – c-Jun NH2-terminal kinase
LSN-RHO-1-AS – wektor retrowirusowy z genem HO-1 w orientacji „antysens”
LXSN – „pusty” wektor retrowirusowy
MAPK – mitogen activated protein kinase
MIP-1 – macrophage infl ammatory protein
NF κB – czynnik transkrypcyjny nuclear factor kappa B
NOS – syntaza tlenku azotu (nitric oxide synthase)
O2
– – anion ponadtlenkowy
ONN – ostra niewydolność nerek
PARP – poly (ADP-ribose) polymerase
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PI3K – phosphatidylinositol-3 kinase
PTP – permeability transition pore
ROS – reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)
Smac – second mitochondria-derived activator of caspase
SnMP – mezoporfi ryna cynowa
SnPP – protoporfi ryna cynowa
STZ – streptozotocyna
TGF-β – tumor growth factor β
TNF-α – tumor necrosis factor α
TNFR – tumor necrosis factor receptor
TUNEL – TdT-mediated dUTP nick end-labeling
VDAC – voltage-dependent anion channel
ZnPP – protoporfi ryna cynkowa
WPROWADZENIE
Zainteresowanie oksygenazą hemową (HO), znanym od 1968 roku enzymem roz-
kładającym hem i wytwarzającym tlenek węgla (CO), wzrosło po odkryciu w latach 
osiemdziesiątych XX wieku pierwszego „gazowego” mediatora – tlenku azotu (NO). 
Okazało się wtedy, że rola HO nie ogranicza się jedynie do kontroli poziomu wolnego 
hemu w komórce, a rozliczne działania biologiczne produktów rozkładu hemu – CO, bi-
lirubiny i żelaza – zapewniły HO główną rolę wśród endogennych układów chroniących 
komórki przed uszkodzeniem.
Jak dotychczas, większość badań dotyczy szeroko rozumianego działania przeciwza-
palnego HO. W piśmiennictwie obecne są także prace, oparte głównie na badaniach in 
vitro, ogólnie opisujące pobudzające lub hamujące (w zależności od szczegółów modelu 
badawczego) oddziaływanie szlaku HO na zachodzenie procesów apoptozy. Oryginal-
ność niniejszej pracy polega na tym, że skupia się ona na badaniach prowadzonych in 
vivo (analizie uszkodzenia nerek w trzech różnych, zwierzęcych modelach schorzeń, bę-
dących poważnymi problemami w praktyce klinicznej), a także przedstawia molekular-
ne mechanizmy wpływu oksygenazy hemowej na procesy regulujące apoptozę. 
Praca niniejsza jest częściowo oparta na następujących artykułach:
1. Olszanecki R., Rezzani R., Omura S., Stec D.E., Rodella L., Botros .F, Goodman 
A.I., Drummond G., Abraham N.G. Genetic suppression of HO-1 exacerbates renal da-
mage: Reversed by an increase in the anti-apoptotic signaling pathway. Am. J. Physiol. 
Renal Physiol. 2007; 292:F148–157.
2. Botros F.T., Olszanecki R., Prieto-Carrasquero M.C., Goodman A.I., Navar L.G., 
Abraham N.G. Induction of heme oxygenase-1 in renovascular hypertension is associa-
ted with inhibition of apoptosis. Cell Mol. Biol. (Noisy-le-grand) 2007; 53(4):51–60. 
3. Goodman A.I., Olszanecki R., Yang L.M., Quan S., Li M., Omura S., Stec D.E., 
Abraham N.G. Heme oxygenase-1 protects against radiocontrast-induced acute kidney 
injury by regulating anti-apoptotic proteins. Kidney Int. 2007; 72(8):945–953. 

1. WSTĘP
1.1. Hem i oksygenaza hemowa
Charakterystyczną cechą porfi ryn – cyklicznych związków, zbudowanych z 4 pier-
ścieni pirolowych połączonych mostkami metinowymi – jest łatwe tworzenie komplek-
sów z metalami [238]. Metaloporfi ryny, ze względu na łatwe wchodzenie w reakcje utle-
niania i redukcji oraz korzystne własności elektrochemiczne, umożliwiają wiele pod-
stawowych reakcji metabolicznych i są szeroko rozpowszechnione w przyrodzie [238]. 
Najważniejsze w fi zjologii ssaków jest połączenie porfi ryny z żelazem – hem. Swe 
funkcje fi zjologiczne hem pełni po połączeniu z właściwymi białkami, i to od struktury 
składnika białkowego zależy sposób wykorzystania hemu w konkretnych hemoprote-
inach [89]. W przypadku hemoglobiny i mioglobiny jest to przenoszenie i magazyno-
wanie tlenu dwucząsteczkowego; w przypadku cytochromów – transport elektronów, 
w wypadku zaś enzymów, takich jak syntaza tlenku azotu (NOS), cyklooksygenaza 
(COX), katalaza czy różne peroksydazy, niezbędne uczestnictwo w reakcjach utlenia-
nia/redukcji odpowiednich substratów. 
Hem syntetyzowany jest we wszystkich komórkach jądrzastych. Porfi rynowy szkie-
let hemu powstaje z glicyny i sukcynylokoenzymu A, w skomplikowanym cyklu reak-
cji zapoczątkowanym w mitochondriach przez syntazę kwasu δ-aminolewulinowego 
(ALAS), prowadzonym następnie w cytoplazmie, a ukończonym na powrót w mitochon-
driach [282]. Na ostatnim etapie syntezy hemu, w układ porfi rynowy, przy udziale enzy-
mu – ferrochelatazy, wbudowywane jest żelazo. Hem może być także importowany do 
komórki z zewnątrz przy udziale błonowego transportera [441]. Jako związek lipofi lny, 
hem dość łatwo dyfunduje pomiędzy organellami wewnątrz komórki, jednak pula wol-
nego (niezwiązanego z białkami) hemu jest w komórce bardzo niewielka [325]. Niemal 
w całości jest on wbudowywany do hemoprotein lub wiązany przez białka – magazyny 
(hemopeksynę, HBP23) [180, 279]. Komórka „obchodzi się” z hemem bardzo ostrożnie, 
ponieważ wolny hem jest niezwykle toksyczny – wybitnie nasila powstawanie reak-
tywnych form tlenu (ROS), działa prozapalnie, uszkadza błony lipidowe i cytoszkielet 
komórki [33, 184, 344, 414], dlatego nie tylko powstawanie, lecz i rozkład hemu jest 
ściśle regulowany [282]. 
W pewnych warunkach, po zadziałaniu czynników stresowych, na skutek uwolnie-
nia hemu z hemoprotein, w komórce może dojść do podwyższenia stężenia wolnego 
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hemu (rys. 1). Rozkład hemu determinowany jest przez aktywność HO (EC 1.14.99.3) 
(rys. 1).
Oksygenaza hemowa (HO) opisana została w 1968 roku przez Tenhunen i wsp. 
[398]. Trzeba jednak dodać, że już dużo wcześniej pojawiały się informacje dotyczące 
poszczególnych etapów procesu degradacji hemu – zaobserwowano np., że rozkład he-
moglobiny in vivo wiąże się z powstawaniem CO [75, 365, 366]. 
HO utlenia hem do biliwerdyny, CO oraz żelaza na stopniu utlenienia +2 (Fe2+) (rys. 1). 
Utlenienie jednej cząsteczki hemu wymaga 3 moli tlenu oraz 1 mola NADPH (lub NADH), 
dostarczonego przez współpracujący enzym – reduktazę NADPH:cytochrom p450 (EC. 
1.6.2.4) [297, 398, 411, 453]. Ciekawym aspektem reakcji HO jest to, że hem, wiążąc się 
z enzymem, działa zarówno jako substrat, jak i kofaktor [398]. Syntetyczne metaloporfi -
ryny – protoporfi ryny: kobaltowa (CoPP), cynowa (SnPP), cynkowa i manganowa (ZnPP, 
MnPP), oraz mezoporfi ryny cynowa i chromowa (SnMP, CrMP) mogą działać jako kom-
petycyjne inhibitory aktywności HO, zwłaszcza zastosowane in vitro. CoPP zastosowana 
in vivo jest silnym induktorem aktywności HO.
Uwolnione z hemu żelazo jest natychmiast wiązane przez ferrytynę, tlenek węgla 
swobodnie dyfunduje, hydrofi lna biliwerdyna zaś redukowana jest przez reduktazę bi-
liwerdyny (BVR) (EC.1.3.1.24) do lipofi lnej bilirubiny. Większość metod pomiaru ak-
tywności HO opiera się właśnie na spektrofotometrycznej ocenie tempa powstawania 
bilirubiny w próbce w obecności nadmiaru substratów, kofaktorów oraz BVR [345]. 
HO występuje w dwóch izoformach: HO-1 (~32 kDa) oraz HO-2 (~36 kDa), wy-
kazujących u człowieka 88% homologii sekwencji aminokwasów. Izoformy te są pro-
duktami odrębnych genów ho-1 oraz ho-2 [80, 254, 406, 407]. Aktywniejsza izoforma 
HO-1 jest enzymem indukowalnym i w stanie fi zjologii w większych ilościach wystę-
puje jedynie w tkankach i narządach zaangażowanych w tworzenie i usuwanie erytro-
cytów (śledziona, komórki układu siateczkowo-śródbłonkowego wątroby, szpik kostny) 
[306, 398]. Poziom HO-1 w śledzionie, wątrobie i nerkach silnie wzrasta w czasie hemo-
lizy [321, 322]. Indukcja transkrypcji HO-1 może zachodzić praktycznie we wszystkich 
komórkach jądrzastych w odpowiedzi na niezwykle szeroką gamę bodźców uszkadza-
jących, ogólnie kwalifi kowanych jako stres komórkowy. Izoforma HO-2 jest enzymem 
konstytutywnym – stale obecnym i aktywnym w komórkach (jej aktywność jest ok. 
3 razy mniejsza niż HO-1). Największy poziom HO-2 występuje w jądrach, mózgu (za-
równo neuronach, jak i gleju), wątrobie, ścianie jelit i naczyń krwionośnych (zarówno 
w śródbłonku, jak i mięśniach gładkich) [250, 407, 456]. Opisana w 1997 roku izoforma 
HO-3 [262], o nikłej aktywności enzymatycznej i nieznanej roli, w świetle ostatnich ba-
dań nie znajduje potwierdzenia jako odrębne genetycznie białko [160].
Wewnątrz komórek zarówno HO-1, jak i HO-2 występują głównie we frakcji mi-
krosomalnej (siateczka środplazmatyczna), w której mogą tworzyć kompleksy białkowe 
z reduktazą NADPH:cytochrom p450 oraz reduktazą biliwerdyny. Obie izoformy HO 
posiadają hydrofobowe domeny blisko C-końca, sugerujące zakotwiczenie w błonach 
[178, 360]. Wykazano obecność obu izoform na otoczce jądrowej [236, 248], a także na 
błonie komórkowej, gdzie izoforma HO-1 kolokalizuje się z kaweoliną-1, która może 
pełnić rolę inhibitora aktywności HO [203]. Ostatnio podnosi się możliwość występo-
wania HO-1 w mitochondriach [76, 98, 343].
Zastanawiająca jest złożoność, wszechobecność w organizmie oraz rozpowszechnie-
nie w przyrodzie enzymów rozkładających metaloporfi ryny – obecność białek przypo-
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Rys. 1. Miejsce oksygenazy hemowej (HO) w metabolizmie hemu. Szczegóły w tekście
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minających budową i aktywnością HO-1 wykazano u niższych zwierząt, roślin, grzy-
bów, a nawet bakterii [28, 226, 267, 280, 313, 334, 429, 435, 459]. Kluczem do odpo-
wiedzi na pytanie, dlaczego ewolucja tak skutecznie zachowała ten szlak metaboliczny, 
są pełnione przez HO i produkty jej reakcji role biologiczne, daleko wykraczające poza 
regulowanie poziomu hemu w komórce.
U bakterii i grzybów białka podobne do HO-1 służą do pozyskiwania żelaza z hemo-
protein otoczenia, u roślin biorą udział w syntezie ważnych barwników – fi tochromów, 
fi tochromobilin oraz fi kobilin [127].
U ssaków role szlaku HO są bardzo zróżnicowane, a ich analiza musi uwzględniać 
dwa główne aspekty:
usuwanie hemu (zarówno udział w fi zjologicznym metabolizmie hemoprotein, 
jak i rozkład nadmiaru wolnego hemu w stanach patologicznych);
działania produktów reakcji – Fe2+, bilirubiny i CO.
W fi zjologicznym metabolizmie hemoglobiny pierwszoplanową rolę odgrywa HO-1 
zlokalizowana w narządach zaangażowanych w rozkład i powstawanie erytrocytów. Jej 
ilość przyrasta w warunkach zwiększonego rozpadu czerwonych krwinek. Rozkład 
hemu uwalniającego się w dużo mniejszych ilościach, fi zjologicznie w każdej komór-
ce, z innych niż hemoglobina hemoprotein komórkowych „obsługuje” konstytutywna 
HO-2. W wypadku szeroko rozumianego stresu komórkowego (zob. dalej) w rozkładzie 
hemu większą rolę zaczyna odgrywać wyindukowana HO-1. Ciekawym aspektem usu-
wania hemu przez izoformy HO jest możliwość regulowania dostępności hemu w ko-
mórkach, a przez to aktywności niektórych ważnych enzymów o budowie hemoprotein. 
Wykazano regulowanie aktywności COX i NADPH oksydazy przez HO-1 w komórkach 
śródbłonka i makrofagach [151, 391].
Prawdziwe zainteresowanie szlakiem HO wzrosło wtedy, gdy zwrócono uwagę na 
możliwe działania biologiczne produktów rozkładu hemu, a zwłaszcza CO i bilirubiny 
(rys. 1). Przy założeniu, że w warunkach fi zjologicznych za ich powstawanie odpowiada 
wytwarzająca względnie niewielkie ilości konstytutywna HO-2, w patologicznych zaś 
dominuje aktywniejsza HO-1, role produktów degradacji hemu w tych dwóch sytuacjach 
są odmienne. Należy również dodać, że w przypadku niskiej, konstytutywnej aktywno-
ści HO produktem, który – jak się okazało – ma największe działania biologiczne, jest 
CO. W sytuacjach patologicznych, kiedy tempo rozkładu hemu wzrasta, duże znaczenie 
biologiczne uzyskują wszystkie produkty reakcji HO. 
Konstytutywne wytwarzanie CO odgrywa największą rolę w ośrodkowym i obwo-
dowym układzie nerwowym, układzie rozrodczym oraz w ścianie naczyń krwionośnych.
Ogólnie, molekularnym celem CO jest hem licznych hemoprotein (łącząc się z nim, 
CO moduluje aktywność COX, NOS, katalazy, cyklazy guanylanowej) oraz reszty histy-
dyny niektórych białek (np. kanałów potasowych BKCa) [343]. 
W neurofi zjologii CO „awansował” do rangi drugiego obok NO najważniejszego 
neuroprzekaźnika „gazowego” [przegląd zob. 250, 367, 442]. Udowodniono jego po-
wstawanie (zależne głównie od HO-2) we wszystkich strukturach ośrodkowego i ob-
wodowego układu nerwowego [116] oraz udział w tak podstawowych zjawiskach, jak 
regulacja funkcji osi podwzgórze-przysadka [256], kontrola rytmu dobowego [19], prze-
wodzenie bodźców bólowych [237], termoregulacja [115], uczenie się i pamięć [377]; 
wykazano udział CO w neurotransmisji NANC [457] (np. w zjawisku ejakulacji [53] 




W układzie rozrodczym CO odgrywa rolę w regulacji spermatogenezy [252] oraz 
funkcji jajników [12]. Bardzo ciekawa i nie do końca poznana (może obejmować regula-
cję funkcji łożyska i wzrastania płodu) jest rola szlaku HO w ciąży [przegląd zob. 442].
Wiele uwagi poświęcono naczyniorozkurczowemu działaniu CO, które po raz pierw-
szy obserwowali McGrath i Smith: podanie egzogennego CO wywołało rozkurcz tętnicy 
wieńcowej szczura [263]. Egzogenny CO wywołuje rozkurcz niezależny od obecności 
śródbłonka [422] – zależy on od pobudzania cyklazy guanylanowej do produkcji cGMP 
[384] oraz otwierania kanałów potasowych BKCa [424] w mięśniach gładkich naczyń. 
Naczyniorozkurczowe działanie endogennego CO wykazano, stosując metaloporfi ry-
ny – inhibitory aktywności HO, które podnosiły ciśnienie w modelu izolowanej, per-
fundowanej wątroby [387] oraz kurczyły tętniczki zaopatrujące mięsień smukły [213]. 
Obecnie wiadomo, że fenomen rozkurczu naczyń w odpowiedzi na CO dotyczy niemal 
wszystkich łożysk naczyniowych i ma znaczenie w niektórych stanach patologicznych 
(marskość wątroby, krwotok podpajeczynówkowy). Udział CO w wazoregulacji, w sta-
nie fi zjologii oraz w niektórych schorzeniach układu sercowo-naczyniowego jest jednak 
stale przedmiotem kontrowersji [31, 257, 292, 422].
Z pewnością największe zainteresowanie budzi indukowalny szlak HO, zależny od 
pojawiania się w komórkach izoformy HO-1. Dziwi jednak fakt, że praktycznie wszyst-
kie jądrzaste komórki odpowiadają indukcją tego enzymu na niezwykle szeroką gamę 
bodźców, które ogólnie możemy opisać jako stresowe [przegląd zob. 343]. Wymieniając 
tylko najważniejsze, można zaliczyć do nich:
reaktywne formy tlenu (H2O2, jon ponadtlenkowy, naświetlanie UVA) [201];
lipopolisacharyd bakteryjny (LPS) i cytokiny prozapalne (IL-1, TNF-α) [56, 399];
czynniki wzrostu (TGF-β) [221];
tlenek azotu i nadtlenoazotyn [52, 65];
hiperoksję oraz hipoksję [92, 228];
produkty utleniania biomolekuł (utlenione LDL, glikowane białka) [177, 448];
substancje zmniejszające stężenie zredukowanych grup –SH w komórce [16];
metale ciężkie w postaci ich soli (Co, Sn, Cd, Zn) [253];
metaloporfi ryny [352];
niektóre endogenne lipidy (prostaglandyny serii J) [210];
polifenole pochodzenia roślinnego (kurkumina, rezweratrol, karnozol) [188, 278].
Chociaż jest to wciąż przedmiotem sporów, tak duża grupa bodźców wykorzystuje 
kilka podstawowych, wspólnych dróg indukcji HO-1. Przypuszczalnie większość bodź-
ców powoduje pewien rodzaj „uniwersalnego” stresu komórkowego, w którym hem, 
luźno związany z niektórymi hemoproteinami, może zostać uwolniony do cytoplazmy 
i indukować HO-1 [418]. Część powoduje obniżenie ilości zredukowanego glutationu 
w komórce (substancje zmniejszające ilość grup –SH, ROS, metale ciężkie, prostaglan-
dyny J), inne nasilają wewnątrzkomórkowe wytwarzanie reaktywnych form tlenu (hiper-
oksja) lub działają przez swoiste czynniki transkrypcyjne (np. cytokiny przez czynnik 
NF κB i AP-1; polifenole przez czynnik Nrf-2, inne ksenobiotyki przez receptory akty-
wowane proliferatorami peroksysomów PPAR) [4, 216, 343].
Odpowiedź na pytanie, dlaczego natura wyposażyła komórki w tak uniwersalną 
zdolność do indukcji enzymu rozkładającego hem, leży w analizie właściwości biolo-
gicznych produktów reakcji HO – ich działania mają na celu odwrócenie skutków już 













W czasie rozkładu hemu przez HO-1 uwolnione zostają duże ilości Fe2+, bilirubiny 
i CO. 
Żelazo, jako potencjalnie toksyczne (może nasilać wytwarzanie ROS na drodze reak-
cji Fentona [261]), wbudowywane jest natychmiast do ferrytyny, której indukcja towa-
rzyszy zazwyczaj indukcji HO-1 [54, 110]. Wykazano również, że indukcja HO-1 idzie 
w parze z pojawieniem się ATP-azy, aktywnie transportującej Fe2+ na zewnątrz komór-
ki, co prawdopodobnie przeciwdziała przeładowaniu transferyny żelazem i zapobiega 
toksycznemu działaniu wolnego Fe2+ [25]. Ostatnio zaproponowano, że w niektórych 
rodzajach komórek (hodowane komórki chłoniaka) Fe2+ uwolnione przez HO-1 może 
(prawdopodobnie przez delikatne zwiększenie wewnątrzkomórkowego powstawania 
ROS) aktywować czynnik transkrypcyjny NF κB, co powoduje zahamowanie apoptozy 
[67]. Należy jednak podkreślić, że dotychczas opublikowane prace nie wyjaśniły jed-
noznacznie wpływu HO na procesy apoptozy, wskazując na przeciwapoptotyczne lub 
proapoptotyczne, w zależności od rodzaju komórek, działanie CO (zob. dalej).
Bezpośrednim produktem reakcji HO jest zielony, hydrofi lny barwnik – biliwerdyna, 
która przekształcana jest szybko do żółtej, lipofi lnej bilirubiny w reakcji katalizowanej 
przez reduktazę biliwerdyny (BVR) (rys. 1). Podobnie jak CO, bilirubina przez długi 
czas uważana była za szkodliwy odpad procesu degradacji hemu. Dobrze opisano jej 
działanie neurotoksyczne, zależne od odkładania się barwnika w fosfolipidach ośrodko-
wego układu nerwowego [70, 395] (farmakologiczne hamowanie HO za pomocą metalo-
porfi ryn jest ciekawą kliniczną alternatywą tradycyjnych metod leczenia hiperbilirubine-
mii wcześniaków [192]). Potencjalnie korzystne właściwości „zmiatania” reaktywnych 
form tlenu przez bilirubinę poznane zostały już w latach siedemdziesiątych  XX wieku 
[376]. W serii doświadczeń Stoker i wsp. udowodnili bardzo skuteczne, antyoksydacyj-
ne działanie bilirubiny in vitro [379–381, 383] oraz zasugerowali takie jej działanie in 
vivo [383]. Bilirubina reaguje z większością znanych ROS, także z wytwarzanym przez 
neutrofi le podchlorynem [382], nadtlenoazotynem i tlenkiem azotu [194, 255]. W czasie 
reakcji może zostać utleniona z powrotem do biliwerdyny (jak się sugeruje, BVR odpo-
wiedzialna byłaby wtedy za cykl odzyskiwania bilirubiny) [24]. W doświadczeniach in 
vitro bilirubina zapobiega utlenianiu makromolekuł (lipidów i białek) [293, 294], a także 
chroni hodowane neurony oraz komórki HeLa przed uszkodzeniem i apoptozą spowo-
dowanymi przez H2O2 [24, 101]. Wydaje się, że za działania biologiczne barwników 
żółciowych odpowiada głównie właściwość zmiatania ROS, chociaż ostatnio wskaza-
no także na możliwość innego, niż antyoksydacyjne, mechanizmu działania bilirubi-
ny i biliwerdyny – uczestnictwo w wewnątrzkomórkowym przekazywaniu sygnałów 
[251]. Ochronne i przeciwzapalne działanie bilirubiny i biliwerdyny obserwowano in 
vitro (bilirubina zapobiegała zapalnej aktywacji hodowanych komórek śródbłonka przez 
TNF-α [197]) oraz in vivo – zmniejszała ona uszkodzenie wątroby spowodowane lipo-
polisacharydem bakteryjnym [425], ograniczała reakcję zapalną w modelu zwłóknienia 
płuc spowodowanego bleomycyną [421], zmniejszała uszkodzenie serca i nerek po ich 
niedokrwieniu i reperfuzji [7, 71] oraz zapobiegała reakcji odrzucania przeszczepu serca 
i nerek [283, 446]. Rozkwit badań podstawowych nad biologiczną aktywnością barwni-
ków żółciowych, wykazanie ochronnego działania łagodnej hiperbilirubinemii u zwie-
rząt (szczury szczepów „Gunn” i „Eizai”) [92, 207], a także zidentyfi kowanie jej jako 
czynnika zapobiegającego chorobie niedokrwiennej serca u ludzi [47, 356] spowodowa-
ły zainteresowanie użyciem bilirubiny i biliwerdyny w celach terapeutycznych [343].
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Najwięcej uwagi poświęcono badaniom biologicznej roli CO. Dobowa produkcja 
CO w organizmie człowieka oceniana jest na ok. 350–400 mikromoli [442]. Podobnie 
jak bilirubina, CO uważany był przez długi czas za toksyczny odpad metaboliczny. Tok-
syczność, obserwowana przy zatruciu egzogennym CO, zależy od jego zdolności do 
wiązania się z hemem hemoprotein, a szczególnie hemoglobiny (powinowactwo CO do 
hemoglobiny jest ok. 250 razy większe niż powinowactwo tlenu dwucząsteczkowego) 
i powodowania uogólnionej hipoksji szybko prowadzącej do śmierci [378]. Stosunko-
wo późno rozpoczęte badania nad działaniem mniejszych, wytwarzanych w organizmie 
ilości CO przyniosły wiele niezwykle ciekawych informacji [przegląd zob. 442]. U pod-
staw biologicznego działania CO leży przede wszystkim jego zdolność do wiązania się 
z hemem hemoprotein i modulowania ich funkcji (wybrane, najważniejsze działania ze-
brano poniżej).
Hemoproteina Efekt wiązania CO Piśmiennictwo
Hemoglobina i mioglobina hamowanie 74, 123
Syntaza tlenku azotu (NOS) hamowanie 403 
Cyklaza guanylanowa (sGC) stymulacja 384 
Cyklooksygenaza (COX) hamowanie 11 
Cytochrom p450 hamowanie 114 
Oksydaza cytochromu c hamowanie 437 
Katalaza hamowanie 174
NADPH oksydaza hamowanie 79 
Dioksygenaza tryptofanu hamowanie 317 
Badania molekularnych mechanizmów działania CO sugerują pobudzanie trzech 
głównych szlaków wewnątrzkomórkowego przekaźnictwa sygnału: aktywację sGC 
prowadzącą do wzrostu stężenia cGMP, stymulację (czy bezpośrednią – jest to wciąż 
przedmiotem dyskusji) kinaz MAPK oraz otwarcie kanału potasowego BKca (poprzez 
związanie się z resztami histydyny białka kanału). W przypadku konkretnego efektu fi -
zjologicznego udział poszczególnych mechanizmów może być różny (jedna z dróg zwy-
kle dominuje).
Jak wspomniano powyżej, pobudzanie przez CO sGC mięśni gładkich powoduje ich 
rozkurcz, obserwowany zarówno w łożysku naczyniowym [423], jak też w oskrzelach [58]. 
W pewnych łożyskach naczyniowych (tętniczki zaopatrujące mięsień smukły, tętnica ogo-
nowa szczura, tętniczki zaopatrujące oponę miękką, krążenie mózgowe) dominować może 
rozkurcz niezależny od cGMP, spowodowany otwarciem BKca [181, 233, 423, 458].
Najwięcej zainteresowania budzi przeciwzapalne działanie CO, a także jego wpływ 
na przebieg cyklu komórkowego i procesy apoptozy.
Przeciwzapalne działanie zarówno egzo-, jak i endogennego CO obserwowano in 
vitro oraz w zwierzęcych modelach zapalenia [305, 418].
Zarówno indukcja HO-1, jak też egzogenny CO zmniejsza produkcję TNF-α, IL-1β, 
IL-6, GM-CSF oraz MIP-1β w makrofagach stymulowanych przez LPS [343]. Co wię-
cej, w tym samym modelu CO zwiększa wytwarzanie cytokiny przeciwzapalnej – IL-10 
[343] (z kolei IL-10 działa poprzez indukowanie HO-1 [230]). Jak się wydaje, w wypad-
ku wpływu na TNF-α, IL-1β oraz MIP-1β, działanie CO zależy od pobudzania szlaku 
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kinazy p38 MAPK [93, 332], w przypadku zmniejszania wytwarzania IL-6 do działania 
CO wymagana jest czynna kinaza JNK [275], wpływ zaś na wytwarzanie GM-CSF (ob-
serwowany także w hodowanych komórkach mięśni gładkich oskrzeli HASMC) zależy 
częściowo od cGMP, a częściowo od zahamowania, grającego pierwszoplanową rolę 
w reakcjach zapalnych, czynnika transkrypcyjnego NF κB [350, 372]. Zarówno induk-
cja HO-1, jak też egzogenny CO zmniejsza ekspresję zapalnych molekuł adhezyjnych na 
hodowanych komórkach śródbłonka [368, 417].
Tlenek węgla hamuje proliferację komórek zapalnych oraz mięśni gładkich naczyń 
(istotne w rozwoju nadciśnienia czy miażdżycy) i oskrzeli (istotne w rozwoju astmy). 
Skomplikowany mechanizm wpływu CO na procesy mnożenia się i wzrostu komórek 
mięśni gładkich obejmuje cGMP-zależne pobudzenie kinazy p38 MAPK, w wyniku 
którego dochodzi do indukcji inhibitora progresji cyklu p21Waf1/Cip1 oraz hamowania klu-
czowego dla postępu cyklu czynnika transkrypcyjnego E2F [273, 274]; ostatnio wy-
krywa się także inne mechanizmy tego ważnego wpływu CO na mięśniówkę gładką 
[390]. Antyproliferacyjny wpływ CO obserwowano w zwierzęcym modelu restenozy po 
uszkodzeniu balonem tętnicy szyjnej [307]. Indukcję inhibitora p21Waf1/Cip1 przez CO wy-
kazano także w hodowanych limfocytach T [371].
W kilku pracach donoszono zarówno o pro-, jak i antyapoptotycznym działaniu CO. 
Hamowanie apoptozy przez CO opisano na modelu stymulowanych przez TNF-α hodo-
wanych fi broblastów [315] oraz komórek śródbłonka [51]. W przypadku komórek śród-
błonka działanie CO zależało od kinazy p38 MAPK oraz wiązało się z pobudzaniem 
czynnika transkrypcyjnego NF κB [51]. Należy dodać, że wpływ CO na procesy apo-
ptozy jest wciąż przedmiotem kontrowersji. Wykazano proapoptotyczne działanie CO 
na komórki śródbłonka [400]; w komórkach T linii Jurkat CO aktywował kaspazy oraz 
hamował antyapoptotyczne białko Bcl-xl [373]. Wiadomo również, że wysokie stężenia 
CO wywołują apoptozę komórek nerwowych mózgu [318].
Pomimo kontrowersji co do szczegółów mechanizmów działania produktów reak-
cji HO, nie ma wątpliwości, że aktywacja tego szlaku metabolicznego oferuje potężne 
działanie ochronne [przegląd zob. 343], obserwowane w zwierzęcych modelach schorzeń 
zapalnych [393], jak wstrząs septyczny [305], astma [63] i odrzucanie przeszczepu [198, 
320, 353], czy sercowo-naczyniowych, jak zawał mięśnia sercowego [242, 333], miaż-
dżyca [179, 451], niektóre postaci nadciśnienia tętniczego [292] i uszkodzenie związane 
z niedokrwieniem i reperfuzją [283]. Ochronne znaczenie szlaku HO podkreślają dane 
pochodzące z badań nad zwierzętami transgenicznymi z wyłączonymi genami HO-1 lub 
HO-2 [141, 301, 327, 451] oraz kliniczny opis niedoboru genetycznego HO-1 u człowie-
ka [209, 300, 443]. Nie dziwią więc próby terapeutycznego wykorzystania CO: w postaci 
związków uwalniających CO („CO-donorów” [277]) lub indukowania HO-1 (metalopor-
fi ryny, polifenole roślinne [1]). Projektowaniu leków musi towarzyszyć jednak głębsze 
zrozumienie mechanizmów ochronnego działania szlaku HO. Wciąż nie są jasne mecha-
nizmy wpływu HO na procesy programowanej śmierci komórki – apoptozy, a właśnie 
nadmierna apoptoza może odgrywać ważną rolę w wymienionych wyżej schorzeniach. 
Co więcej, szlak HO i apoptoza wydają się z sobą ściśle związane – niemal wszystkie 
bodźce indukujące HO-1 mogą również spowodować programowaną śmierć komórki.
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1.2. Apoptoza
Rozróżnienie pomiędzy gwałtownym, wywołanym działaniem silnych czynników 
uszkadzających, rozpadem komórki a ściśle zaprogramowanym i kontrolowanym jej 
umieraniem wprowadził w 1972 roku Kerr, nazywając pierwszy proces nekrozą, drugi 
zaś apoptozą (apoptosis – gr. opadanie liści z drzew) [200]. Już wcześniej jednak zauwa-
żono, że w czasie różnicowania i rozwoju organizmu zachodzi kontrolowana eliminacja 
niepotrzebnych komórek, wprowadzając pojęcie programowanej śmierci komórki [244]. 
Obecnie wiadomo, że absolutny rozdział pomiędzy nekrozą a apoptozą nie jest do końca 
prawdziwy, a komórki, w zależności od rodzaju bodźców i ich nasilenia, mogą umierać 
na kilka różnych, czasem wykorzystujących wspólne mechanizmy sposobów [20, 21, 
50, 81, 186]; obecnie sugeruje się również istnienie programowanej nekrozy [42]. Nie-
mniej nadal uznaje się za prawdziwy klasyczny opis morfologiczny, podkreślający róż-
nicę pomiędzy nekrozą a apoptozą [217]. W przypadku nekrozy, na skutek całkowitego 
załamania się metabolizmu energetycznego i braku funkcjonowania błony komórkowej, 
komórka „puchnie”, następuje masywna aktywacja proteaz, przerwanie błony komórko-
wej, a zawartość cytoplazmy wylewa się do otoczenia, powodując lokalną reakcję zapal-
ną. W wypadku apoptozy komórka kurczy się i oddziela od otaczających struktur, DNA 
ulega fragmentacji, chromatyna ulega kondensacji i zgromadzeniu pod błoną jądrową, 
a degradacja cytoszkieletu powoduje obkurczanie się jądra i cytoplazmy z ich fragmen-
tacją i formowaniem się pęcherzyków zawierających fragmenty struktur komórkowych 
(zeiosis). Resztki komórki apoptotycznej ulegają niezapalnej fagocytozie.
Fenomen programowanej śmierci jest obecny niemal w całym świecie żywym: 
w królestwie zwierząt i roślin [369, 404]. Obserwowano go także u drożdży [130], a na-
wet u niektórych bakterii [14]. Co więcej, przynajmniej w świecie zwierzęcym, moleku-
larne mechanizmy apoptozy wykazują duże podobieństwa [217, 259, 447].
Dokładne omówienie oszałamiającej złożonością maszynerii molekularnej, „ob-
sługującej” apoptozę, daleko wykracza poza ramy niniejszej pracy (szczegóły Czytel-
nik znajdzie w wielu artykułach poglądowych: 13, 21, 35, 66, 73, 102, 147, 152, 168, 
185, 186, 206, 217, 259, 462) – zostaną więc krótko omówione jedynie najważniejsze 
(w świetle obecnej wiedzy i w kontekście tematu pracy) szlaki i mechanizmy.
Apoptoza może zostać zainicjowana i przebiegać na kilku różnych drogach, z któ-
rych najważniejsze to: szlak zewnątrzpochodny zależny od pobudzania tzw. recepto-
rów śmierci (głównie receptory dla TNF-α) oraz szlak wewnątrzpochodny, w którym 
największe znaczenie odgrywają mitochondria (szlak mitochondrialny) (rys. 2). Oprócz 
tych dwóch głównych dróg znaleziono dodatkowe, inicjowane z zewnątrz (szlak zależny 
od granzymu B i perforyny) oraz z wewnątrz komórki (szlak związany z zaburzeniem 
czynności siateczki śródplazmatycznej) [50, 189]. Apoptozę może nasilać deprywacja 
bodźców wzrostowych, a hamować – działanie czynników wzrostu (rys. 2). O tym, na 
jakiej drodze będzie zachodzić apoptoza, decyduje charakter uszkodzenia i rodzaj ko-
mórek na nie odpowiadający. Ogólnie, szlak zewnątrzpochodny aktywowany jest przez 
bodźce zapalne i preferowany w układzie immunologicznym. Do aktywacji drogi we-
wnątrzpochodnej dochodzi w wyniku przeładowania cytoplazmy wolnym Ca2+, wzro-
stu w komórce wytwarzania ROS, wykrytego przez komórkę poważnego uszkodzenia 
DNA, czy zaburzeń regulacji cyklu komórkowego. 
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Rodzina proteaz cysteinowych – kaspaz, odgrywa podstawową rolę w przebiegu obu 
szlaków apoptozy [36, 170, 316, 341, 349, 359]. Obecne w komórce jako zymogeny 
(prokaspazy) mogą zostać aktywowane przez receptorowe kompleksy białkowe związa-
ne z pobudzonymi „receptorami śmierci” drogi zewnątrzpochodnej (kaspaza-8, kaspa-
za-10) lub przez kompleks białka Apaf-1 i cytochromu c, uwolnionego z mitochondriów 
na drodze wewnątrzpochodnej (kaspaza-9) (rys. 2). Oba szlaki doprowadzają do akty-
wacji kaspazy-3, która sama, lub aktywując kolejne białka, nieodwracalnie doprowa-
dza do fragmentacji DNA, zmian w jądrze komórkowym i zaburzeń cytoszkieletu, które 
prowadzą do opisanych wcześniej zmian morfologicznych (rys. 2). Kaspazy aktywo-
wane podczas zapoczątkowywania szlaków apoptozy (kaspaza-2, -8, -9, -10) nazywa 
się czasem „inicjującymi”, kaspazy zaś bezpośrednio realizujące program śmierci ko-
mórki – „wykonawczymi” (kaspaza-3, -6, -7) [170]. Opisano także zachodzenie apop-
tozy (głównie szlaku wewnątrzpochodnego) bez udziału kaspaz, zależne od uwolnienia 
z mitochondriów czynnika AIF (apoptosis inducing factor) oraz endonukleazy G, degra-
dującej DNA [50].
Centralne miejsce w wewnątrzpochodnym szlaku apoptozy zajmują mitochondria 
[17, 45, 162, 260, 340, 363, 438] i to nie tylko dlatego, że w pewnych warunkach mogą 
być źródłem proapoptotycznych ROS [302, 385, 402], lecz przede wszystkim dlatego, że 
mogą uwalniać do cytoplazmy białkowe czynniki aktywujące apoptozę (rys. 2). Wszyst-
kie czynniki wywołujące apoptozę doprowadzają do upośledzenia funkcji mitochon-
driów, objawiającego się spadkiem potencjału błonowego ΔΨ. Wydaje się, że istotną 
rolę w „powiadomieniu” mitochondriów np. o uszkodzeniu DNA odgrywa białko p53, 
wraz z kinazą ATM stojące na straży integralności genomu i prawidłowego postępu cy-
klu komórkowego [109, 129, 445]. Kluczowym zdarzeniem na wewnątrzkomórkowym 
szlaku apoptozy jest wzrost przepuszczalności błon mitochondrialnych i uwolnienie do 
cytozolu z przestrzeni międzybłonowej mitochondriów szeregu białek – potężnych sty-
mulatorów apoptozy [215]. Spośród nich najważniejsze to cytochrom c, białko Smac/
DIABLO, Omi/Htr A2, AIF, endonukleaza G i prokaspazy-2, -3 i -9. Chociaż istnieją 
kontrowersje co do dokładnego mechanizmu uwalniania tych białek z mitochondriów 
[215], z pewnością w procesie tym uczestniczy megakanał – PTP (permeability trans-
ition pore), zlokalizowany w miejscu zetknięcia się zewnętrznej i wewnętrznej błony 
mitochondrium. W formowaniu się PTP, od strony błony wewnętrznej uczestniczy trans-
lokaza nukleotydów adeninowych (ANT – adenine nucleotide translocator), po stronie 
błony zewnętrznej zaś poryna VDAC (voltage dependent anion channel). Oprócz tych 
dwóch w skład kompleksu PTP wchodzą również inne białka (obwodowy receptor dla 
benzodiazepin, heksokinaza, kinazy glicerolowe, kinazy kreatynowe, cyklofi lina D). 
Z PTP wiążą się również białka regulatorowe rodziny Bcl-2 (zob. dalej) [17, 208]. PTP 
ma średnicę 2–3 nm i może przepuszczać cząsteczki o masie nawet 1,5 kDa. Uwolniony 
do cytozolu cytochrom c wiąże się z białkiem Apaf-1. Powstały kompleks po oligome-
ryzacji, związaniu i aktywacji prokaspazy-9 nazywany jest apoptosomem (a ze względu 
na swą promienistą symetrię – „kołem śmierci”). Apoptosom silnie aktywuje „wyko-
nawczą” kaspazę-3 (rys. 2). 
Apoptoza jest procesem regulowanym. Istnieje kilka grup białek zaangażowanych 
w kontrolę (zarówno hamowanie, jak i nasilanie) mechanizmów programowanej śmierci 
komórki. Najlepiej poznanymi regulatorami apoptozy są białka rodziny Bcl-2 odkryte 
w hodowanych komórkach chłoniaka (B cell leukemia/lymphoma-2). Główna rola tych 
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Rys. 2. Schematyczne ujęcie podstawowych szlaków apoptozy. Szczegóły w tekście
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białek to modulowanie uwalniania z mitochondriów czynników proapoptotycznych 
[112, 205]. W licznej rodzinie Bcl-2 można wyróżnić grupę białek hamujących apop-
tozę (np. Bcl-2, Bcl-xl) oraz grupę białek proapoptotycznych (np. Bax, Bak, Bid, Bad). 
Role poszczególnych białek są dość zróżnicowane. Proapoptotyczne białko Bax uczest-
niczy w zwiększaniu przepuszczalności mitochondriów, oddziałując z PTP i/lub formu-
jąc po oligomeryzacji pory w błonie zewnętrznej [112]. Antyapoptotyczne białka Bcl-2 
i Bcl-xl (zlokalizowane na zewnętrznej błonie mitochondrialnej i otoczce jądrowej) wią-
żą się z białkami proapoptotycznymi i zapobiegają destabilizacji mitochondriów. Wyda-
je się, że Bcl-2 i Bcl-xl mogą również bezpośrednio hamować kaspazy [386]. Pobudzane 
na drodze receptorowej białko Bid uczestniczy w zwiększaniu przepuszczalności mito-
chondriów, funkcjonuje więc jako przełączenie pomiędzy zewnątrz- a wewnątrzpochod-
nym szlakiem apoptozy (rys. 2) [148, 386]. Równowaga pomiędzy białkami pro- i anty-
apoptotycznymi jest zaburzana, kiedy działają bodźce uszkadzające komórki – dochodzi 
wtedy do indukcji białek proapoptotycznych i rozhamowania ich działania [205]. 
Wiele innych białek bierze udział w regulowaniu procesów apoptozy: ważną grupą 
inhibitorów apoptozy są białka IAP (inhibitors of apoptosis proteins) [349]; hamują one 
aktywność kaspaz. Szlaki apoptozy modulowane są także przez białka szoku cieplnego 
(HSP) [30, 349]. Co ciekawe, oksygenaza hemowa, chociaż nie pełni funkcji HSP, była 
początkowo zaliczana do grupy białek szoku cieplnego [201]. 
Białka biorące udział w apoptozie mogą być fosforylowane (a także podlegać innym 
modyfi kacjom) przez kinazy uczestniczące w wewnątrzkomórkowym przekazywaniu 
sygnałów. Znana jest antyapoptotyczna rola kinaz PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase) 
oraz kinazy Akt (protein kinase B) [68, 128, 370, 401].
Obecność tak skomplikowanej maszynerii zapewniającej prawidłowy przebieg 
śmierci komórki wskazuje na bardzo istotną biologiczną rolę zjawiska programowanej 
śmierci komórki. Apoptoza bierze udział w morfogenezie w życiu zarodkowym [102, 
232], jest podstawową drogą eliminowania komórek w czasie różnicowania i dojrzewa-
nia w organizmie dojrzałym (np. tymocyty w grasicy, neurony w dojrzewającym mózgu 
[29, 247]), jest wreszcie podstawowym mechanizmem usuwania komórek „zepsutych” 
(z uszkodzonym DNA, niezdolnych do prawidłowego i kontrolowanego wzrostu) lub 
komórek, które zakończyły swą „misję” biologiczną (granulocyty, inne komórki układu 
immunologicznego). Nie dziwi więc fakt, że upośledzenie apoptozy (np. mutacje bia-
łek proapoptotycznych) przyczynia się do powstawania nowotworów [57, 78, 220, 357, 
361, 420, 455]. Należy również podkreślić, że apoptoza to główny mechanizm śmierci 
komórek nowotworowych poddanych działaniu chemioterapeutyków, a jej upośledzenie 
może przesądzać o niepowodzeniu terapii przeciwnowotworowej [249, 324]. Uszkodze-
nie mechanizmów śmierci i eliminacji komórek układu immunologicznego może rów-
nież odgrywać rolę w rozwoju schorzeń autoimmunizacyjnych [266, 291, 328].
Jednakże nadmiernie nasilona apoptoza jest istotnym czynnikiem w patogenezie 
wielu schorzeń, w tym również przewlekłych chorób „cywilizacyjnych”. Stopniowo 
odkrywa się udział tego zjawiska w rozwoju miażdżycy [222, 269], nadciśnienia [124] 
i cukrzycy [229]. Modulowanie procesów apoptozy mogłoby więc reprezentować nowe 
podejście do leczenia tych schorzeń.
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1.3. Ostre i przewlekłe uszkodzenie nerek
Nerka, z uwagi na mnogość pełnionych funkcji, jest narządem podstawowym dla 
zachowania homeostazy. Pogorszenie czynności nerek, oprócz nieprawidłowości gospo-
darki wodno-elektrolitowej, powoduje m.in. zaburzenia funkcjonowania układu endok-
rynnego oraz układu krążenia i hemostazy [167, 312]. Zarówno ostra, jak i przewlekła 
niewydolność nerek, a zwłaszcza jej postać schyłkowa stanowią wciąż bardzo waż-
ny i trudny problem kliniczny, przed którym stają lekarze różnych specjalności [154, 
167, 212, 225, 234, 271, 312]. Pomimo pewnych postępów w zrozumieniu patogenezy 
i wciąż udoskonalanych strategii terapeutycznych, współczesna medycyna nie oferuje 
defi nitywnego leczenia tych stanów [187, 211, 212]. Bez wątpienia do powstania no-
wych, skutecznych leków może przyczynić się lepsze zrozumienie mechanizmów odpo-
wiedzialnych za ostre i przewlekłe uszkodzenie nerek. 
Nie wchodząc w zawiłości terminologii klinicznej (Amerykańskie Towarzystwo Ne-
frologiczne sugeruje zastąpienie terminu „ostra niewydolność nerek” określeniem „ostre 
uszkodzenie nerek” [5, 412]), ostra niewydolność nerek oznacza nagłe (czasokres mi-
nut – dni) zmniejszenie się fi ltracji kłębuszkowej, spowodowane przyczynami klasy-
fi kowanymi tradycyjnie jako „przednerkowe” (prerenalne), „zanerkowe” (postrenalne) 
i „nerkowe” [167]. Niewydolność „przednerkowa” rozwija się w odpowiedzi na spa-
dek przepływu krwi przez nerki (hipowolemia, hipotensja, niewydolność serca), przy 
braku lub niewielkim zaburzeniu ich mikrostruktury. Z kolei uszkodzenie „zanerkowe” 
spowodowane jest uniemożliwieniem odpływu moczu (kamica dróg moczowych, ucisk 
moczowodów) i charakteryzuje się wodonerczem z poszerzeniem układu kielichowego 
nerek i spłaszczeniem brodawek nerkowych. W niewydolności spowodowanej przyczy-
nami „nerkowymi” najważniejszą rolę odgrywa uszkodzenie struktury narządu: kłębusz-
ków, cewek, naczyń krwionośnych lub miąższu nerek.
Niewydolność „nerkowa” jest patofi zjologicznie najważniejszym i najczęstszym ro-
dzajem ostrego uszkodzenia nerek [5]. Prowadzi do niej przewlekające się niedokrwienie 
(wiodą do niego wszystkie przyczyny uszkodzenia „przednerkowego”), a także działanie 
substancji nefrotoksycznych (np. środki kontrastowe), uszkodzenie naczyń (zakrzepica, 
vasculitis) czy schorzenia kłębuszków nerkowych [5, 167]. Należy podkreślić, że po-
mimo różnorodnych przyczyn mechanizmy i obraz patologiczny ostrego, „nerkowego” 
uszkodzenia nerek są bardzo podobne [97]. 
W obrazie mikroskopowym najbardziej typowo występuje poszerzenie kanalików 
bliższych oraz spłaszczenie i uszkodzenie rąbka szczoteczkowego komórek nabłonka 
w kanalikach bliższych. Obecny jest ubytek komórek nabłonka kanalików bliższych 
i dalszych z obecnymi tam obszarami nekrozy (głównie w zewnętrznym obszarze rdze-
nia nerek), apoptozy i regeneracji. W cewkach pojawiają się wałeczki, a naczynia oko-
łocewkowe charakteryzują się uszkodzeniem komórek śródbłonka i akumulacją leuko-
cytów [5, 96, 97].
Wydaje się, że osiowe dla rozwoju ostrego, „nerkowego” uszkodzenia nerek są pier-
wotne zaburzenia struktury i funkcji komórek cewek nerkowych, nasilane przez zmiany 
hemodynamiczne (skurcz naczyń i niedokrwienie rdzenia nerek), uszkodzenie naczyń 
oraz pojawiającą się odpowiedź zapalną (uszkodzenie śródbłonka naczyń, akumulacja 
komórek zapalnych ze wzmożoną produkcją cytokin) [5, 27, 38, 40, 97, 223]. W komór-
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kach cewek dochodzi do upośledzenia metabolizmu tlenowego, nagromadzenia produk-
tów rozkładu ATP (AMP, hipoksantyna, ksantyna), zaburzeń gospodarki jonami wapnia 
(wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia Ca++) i zwiększonego powstawania reaktyw-
nych form tlenu [97]. W takich warunkach dochodzi do dysfunkcji cytoszkieletu komó-
rek nabłonka cewek, rozszczelnienia się połączeń pomiędzy komórkami i zahamowania 
Na, K-ATPazy odpowiadającej za resorpcję Na+.
Ostatnie badania sugerują, że istotną rolę w rozwoju ostrego uszkodzenia nerek od-
grywa dysfunkcja mitochondriów komórek nabłonka cewek oraz związana z nią ich 
nasilona apoptoza [37, 39, 84, 90, 95, 96, 113, 153, 196, 410]. Badania te podkreślają 
również ważną dla przywrócenia funkcji nerek rolę stosunkowo szybko pojawiającej się 
regeneracji komórek nabłonka cewek [5, 39, 95–97, 239, 241, 309, 310].
Co ciekawe, wydaje się, że pomimo odmiennych przyczyn (głównie nadciśnienie 
i cukrzyca), obrazu morfologicznego (dominuje raczej postępujące uszkodzenie kłę-
buszków nerkowych i zwłóknienie miąższu) oraz mniejszej intensywności procesu, po-
dobne mechanizmy mogą także odpowiadać za postęp przewlekłej niewydolności nerek 
[27, 138, 153, 154, 225, 234, 265, 270, 271, 342, 351, 354, 358, 444]. Także i w tym 
przypadku dochodzi do niedotlenienia rdzenia nerki, uszkodzenia nabłonka cewek oraz 
tkanki śródmiąższowej, a w przebiegu tych zjawisk dużą rolę odgrywa nasilona apopto-
za, uszkodzenie naczyń i reakcja zapalna [135, 227, 270, 284, 285, 358, 408, 444, 454]. 
Analiza mechanizmów ostrego i przewlekłego uszkodzenia nerek pozwala scharak-
teryzować cechy najbardziej pożądanej interwencji terapeutycznej: zapobieganie nie-
dotlenieniu rdzenia nerek i skurczowi naczyń, hamowanie apoptozy komórek nabłonka 
cewek i śródbłonka naczyń oraz tłumienie reakcji zapalnej. Takie działania może wyka-
zywać szlak oksygenazy hemowej, a jego naśladowanie, np. poprzez farmakologiczną 
indukcję HO-1, mogłoby stanowić nową strategię zapobiegania i leczenia niewydolno-
ści nerek.
2. ZAŁOŻENIA I CELE PRACY
Nerki są szczególnym narządem w etiopatogenezie takich schorzeń, jak nadciśnie-
nie i cukrzyca [119, 122, 136, 173, 243, 336, 463]. Jednocześnie w fi zjopatologii nerek 
ważną rolę odgrywa szlak HO, a szczególnie właściwości ochronne izoformy HO-1 [3, 
166, 286]. 
Wykazano, że w nerkach, w przebiegu schorzeń przewlekłych – nadciśnienia i cuk-
rzycy, a także w czasie ich niedokrwienia i rozwoju ostrej niewydolności, dużą rolę od-
grywa nadmiernie nasilona apoptoza [37, 90, 106, 133, 348]. Co ciekawe, we wszyst-
kich wymienionych schorzeniach wykryto w nerkach indukcję HO-1, wskazując na jej 
działanie ochronne [7, 9, 10, 362, 392]. Wydaje się więc, że nerki są idealnym narządem 
do zbadania interakcji pomiędzy szlakiem HO a mechanizmami programowanej śmierci 
komórki oraz oceny, czy za korzystne własności szlaku HO może odpowiadać hamowa-
nie apoptozy. 
Celem pracy jest zbadanie mechanizmów oddziaływania szlaku HO na procesy apoptozy w trzech 
różnych modelach uszkodzenia nerek:
modelu nadciśnienia naczyniowo-nerkowego 2K1C (2 Kidney 1 Clip);
modelu ostrej niewydolności nerek spowodowanej podaniem środka kontrastowego (ONN);




Rozwój zmian patologicznych w nerce po zaciśnięciu tętnicy nerkowej w modelu 
2K1C oraz po podaniu środka kontrastowego w modelu ONN odpowiada obrazowi 
ostrego uszkodzenia nerek. Oba modele są dobrze opisane i wiernie oddają mechanizmy 
uszkodzenia obserwowane w praktyce klinicznej: zmniejszenie przepływu krwi przez 
nerki, niedotlenienie (zwłaszcza rdzenia nerki), zwiększone powstawanie reaktywnych 
form tlenu, uszkodzenie nabłonka cewek i kanalików nerkowych oraz wtórną aktywację 
endokrynnych mechanizmów kompensacyjnych (zwiększone powstawanie angiotensy-
ny II) [23, 94, 137, 150, 164, 165, 169, 224, 268, 272]. 
Model cukrzycy typu 1, polegający na zniszczeniu wysepek trzustkowych podaniem 
streptozotocyny, jest szeroko stosowany w badaniach nad mechanizmami przewlekłego 
uszkodzenia nerek [32, 60, 125, 245, 347, 427, 430].
Poznanie mechanizmów wpływu HO na układy wykonawcze i regulatorowe apo-
ptozy w wyżej wymienionych modelach mogłoby rzucić nowe światło na szczegóły 
ochronnego działania szlaku HO i dać podstawy do projektowania nowych leków nefro-
protekcyjnych.

3. MATERIAŁ I METODY
3.1. Zwierzęta laboratoryjne
Wszystkie eksperymenty na zwierzętach zostały oparte na wytycznych publikowa-
nych przez Narodowe Instytuty Zdrowia (NIH, 2006). Zwierzęta pochodziły z Charles 
River Laboratories (Wilmington, USA). W badaniach używano szczurów Sprague-Daw-
ley (SD) (model 2K1C, model cukrzycy) o masie 200–250 gramów oraz samców szczu-
rów Sabra (szczep wyprowadzony ze szczepu Wistar) o masie 260–380 gramów (model 
ONN). Zwierzęta aklimatyzowały się przed eksperymentami przez 4–5 dni. Szczury 
miały wolny dostęp do wody, przebywały w cyklu oświetlenia/ciemności 12 godzin/
12 godzin, w klimatyzowanych pomieszczeniach, w temperaturze 21°C.
Transgeniczne szczury z ekspresją HO-1 w orientacji „antysens” uzyskane zo-
stały zgodnie z metodyką opisaną w piśmiennictwie [330]. Do eksperymentu włączono 
potomstwo 9 samic szczurów SD (ok. 80 sztuk) trzymanych w warunkach hodowli „za 
barierą” (pathogen-free). Do uzyskania modelu upośledzonej ekspresji HO-1 używa-
no osesków męskich (ok. 50% potomstwa), którym zagęszczony wektor retrowirusowy 
zawierający gen szczurzej HO-1 w orientacji „antysens” (LSN-RHO-1-AS, 3–5 x 109 
cfu/ml) oraz jako kontrolę wektor „pusty” (LXSN) [330] wstrzykiwano do lewej komory 
serca w 5. oraz 12. dniu życia. Po wstrzyknięciu oseski wracały do matek. W 21. dniu 
życia zwierzęta przenoszono do osobnych klatek. W celu potwierdzenia skuteczności 
procedury, po ukończeniu 1. miesiąca życia, u 3 losowo wybranych zwierząt zmierzono 
ekspresję HO-1 oraz HO-2, jak również aktywność HO w homogenacie aort, w warun-
kach podstawowych oraz po użyciu typowych, chemicznych induktorów HO-1 (hem 
oraz SnCl2, 1 mg/100 g masy ciała, i.p.) (rys. 3). Podanie wektora zawierającego gen 
szczurzej HO-1 w orientacji „antysens” nie wpływało na ekspresję HO-2, natomiast 
poziom białka HO-1, jak i aktywność HO były istotnie niższe w grupie zwierząt LSN-
-RHO-1-AS, zarówno w warunkach podstawowych, jak i po użyciu typowych, chemicz-
nych induktorów HO-1 (rys. 3). Należy podkreślić, że szczury, którym podano wektor 
LSN-RHO-1-AS, zachowały, chociaż słabszą niż zwierzęta LXSN, zdolność do indukcji 
HO-1 w odpowiedzi na typowe bodźce chemiczne (rys. 3). 
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3.2. Modele badawcze i protokoły eksperymentów
Model nadciśnienia naczyniowo-nerkowego 2K1C [43, 301] uzyskiwano poprzez 
niecałkowite (pozostawiona szczelina: 0,25 mm) zamknięcie srebrną U-zapinką lewej 
* p < 0,05 względem grupy LXSN; # p < 0,05 względem grupy LXSN + Hem
Liczebność w każdej z grup n = 3
Rys. 3. (A) – ekspresja HO-1 oraz HO-2 w aorcie szczurów miesiąc po wstrzyknięciu „pustego” wektora 
(LXSN) oraz wektora z genem HO-1 w orientacji „antysens” (LSN-RHO-1-AS); (B) – densytometria prąż-
ków z panelu A; (C) – porównanie aktywności HO w homogenatach aort
Według Olszanecki et al. [301]
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tętnicy nerkowej 12–13-tygodniowych samców szczurów SD (350–370 g). Zabieg wyko-
nywano w znieczuleniu pentobarbitalem (50 mg/kg m.c., i.p.). Po zabiegu zwierzęta wra-
cały do swoich klatek. Kontrolę stanowiły zwierzęta sham-operated, które przechodziły 
„pozorowaną” procedurę polegającą na otwarciu i zamknięciu jamy otrzewnej. Ciśnienie 
tętnicze mierzono na tętnicy ogonowej za pomocą sfi gmomanometru u spokojnego zwie-
rzęcia niepoddanego anestezji. Na ostatnią dobę przed pobraniem nerek szczury umiesz-
czano w klatkach metabolicznych (Nalge Co., USA) w celu pobrania moczu. W 21. dniu 
po operacji szczury uśmiercano, pobierano krew (w obecności EDTA) oraz nerki: zarów-
no nerkę po stronie tętnicy zaciśniętej, jak i po stronie „zdrowej”.
Protokół doświadczeń w modelu 2K1C polegał na zbadaniu 5 grup zwierząt (n = 6 
każda): A) szczury po wstrzyknięciu „pustego” wektora, poddane operacji pozorowa-
nej (LXSN kontrola), B) szczury po wstrzyknięciu „pustego” wektora, poddane zaciś-
nięciu tętnicy nerkowej (LXSN 2K1C), C) szczury po wstrzyknięciu wektora z genem 
HO-1 w orientacji „antysens” poddane operacji pozorowanej (LSN-RHO-1-AS kontro-
la), D) szczury po wstrzyknięciu wektora z genem HO-1 w orientacji „antysens” pod-
dane operacji zaciśnięcia tętnicy nerkowej (LSN-RHO-1-AS 2K1C) oraz E) szczury 
po wstrzyknięciu wektora z genem HO-1 w orientacji „antysens” z zaciśniętą tętni-
cą nerkową, którym podawano chemiczny induktor HO-1, protoporfi rynę kobaltową 
(CoPP, 5 mg/100 g, podskórnie, raz na tydzień przez 3 tygodnie) (LSN-RHO-1-AS 
2K1C+CoPP). 
Model cukrzycy uzyskano poprzez jednorazowe, dootrzewnowe podanie 3-mie-
sięcznym szczurom rasy Sprague-Dawley steptozotocyny (STZ, Sigma, USA) zawie-
szonej w buforze cytrynianiowym o pH 4,5 [431]. W ciągu 3–5 dni po wstrzyknięciu 
STZ glikemia u szczurów rosła do ok. 475 ± 65 mg/dl. Aby utrzymać glikemię (mierzo-
ną testami paskowymi we krwi z nacięcia na ogonie) poniżej 300 mg/dl, szczurom poda-
wano insulinę (3 x w tygodniu neutral protamine Hagedorn [NPH], 2–3 U/300 g m.c.). 
Do badań wybrano szczury z rozwiniętą cukrzycą (3 miesiące po podaniu STZ).
Protokół doświadczeń w modelu cukrzycy polegał na zbadaniu 4 grup zwie-
rząt (n = 6 każda): A) szczury po wstrzyknięciu „pustego” wektora (LXSN kontrola), 
B) szczury po wstrzyknięciu „pustego” wektora oraz STZ (LXSN STZ), C) szczury po 
wstrzyknięciu wektora z genem HO-1 w orientacji „antysens” oraz STZ (LSN-RHO-
-1-AS STZ), a także D) szczury po wstrzyknięciu wektora z genem HO-1 w orientacji 
„antysens” oraz STZ, które przed ukończeniem eksperymentów otrzymywały CoPP 
(5 mg/100 g, podskórnie, raz na tydzień przez 3 tygodnie).
Model ostrej niewydolności nerek (ONN) [142] uzyskano w następujący sposób: 
szczury, samce szczepu Sabra, na 21 dni przed podaniem środka kontrastowego pod-
dawano jednostronnej nefrektomii. Na 7 dni przed podaniem środka kontrastowego 
zwierzęta karmiono dietą niskosodową, stosując raz dziennie furosemid (2 mg/kg, i.p.). 
Wskutek tych procedur dobowe wydalanie sodu spadało z 1118 ± 105 mEq (szczury na 
normalnej diecie) do 278 ± 32 mEq. U szczurów w lekkim znieczuleniu pentobarbita-
lem (50 mg/kg) zakładano polietylenowy cewnik do tętnicy udowej, a jego koniec wy-
puszczano na skórę karku zwierzęcia (cewnik służył do podania środka kontrastowego 
oraz pobierania próbek krwi). Na godzinę przed podaniem środka kontrastowego hamo-
wano produkcję prostaglandyn w nerkach, podając zwierzętom 10 mg/kg indometacyny. 
Jodowy środek kontrastowy (kwas jotalamowy, 60% Angio-Conray, Mallinckrodt, Inc., 
USA) podawano przez ok. 2 minuty w dawce 8 ml/kg m.c. (2,9 g jodu organicznego/kg 
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m.c.). Kontrolę dla grupy otrzymującej kwas jotalamowy stanowiły zwierzęta poddane 
jednostronnej nefrektomii, na diecie niskosodowej oraz po podaniu indometacyny. Po 
zabiegu szczury trzymane były w klatkach metabolicznych (Nalge Co., Rochester, USA) 
z wolnym dostępem do karmy oraz wody pitnej. Codziennie pobierano krew i zbierano 
mocz. Nerki pobierano po 48 godzinach. 
Protokół doświadczeń w modelu ONN polegał na zbadaniu 4 grup zwierząt (n = 6 
każda): A) szczury poddane nefrektomii, diecie niskosodowej oraz po iniekcji indome-
tacyny (kontrola), B) szczury po iniekcji kwasu jotalamowego (ONN), C) szczury, które 
przed podaniem środka kontrastowego otrzymywały CoPP (5 mg/100 g, podskórnie, 
raz na tydzień przez 3 tygodnie) (ONN + CoPP) oraz D) szczury, które przed podaniem 
środka kontrastowego otrzymywały inhibitor aktywności HO, mezoporfi rynę cynową 
(SnMP, 5 mg/100 g, podskórnie, raz na tydzień przez 3 tygodnie) (ONN + SnMP).
3.3. Materiał do badań
Materiał stanowiły nerki pobrane od zwierząt w głębokim uśpieniu (pentobarbital 200 
mg/kg m.c., i.p.). Po wycięciu w całości nerki ważono i zamrażano w ciekłym azocie. 
W przypadku modelu ONN z pobranych nerek izolowano warstwę korową oraz rdzeń. 
Całe nerki (model nadciśnienia 2K1C oraz cukrzycy) lub część korową i rdzeń (model 
ONN) ucierano w ciekłym azocie w moździerzu, a powstały proszek homogenizowano 
w odpowiednich buforach (zob. metody Western blot oraz pomiar aktywności kaspaz); 
do dalszych analiz używano nadsączu z wirowania homogenatu w 4°C przy 10 000 x g 
przez 10 minut.
W wybranych przypadkach metodą wirowania różnicowego [337] z homogenatu ne-
rek uzyskiwano frakcję mitochondrialną oraz cytozolową.
3.4. Techniki biologii molekularnej, metody histologiczne oraz biochemiczne
Pomiar ekspresji białek metodą Western blot
Zamrożone w ciekłym azocie nerki, po roztarciu w moździerzu homogenizowano 
w buforze TBS (20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4) zawierającym 0,25 M sacharozę, 
0,5% Nonidet P-40, 10 mM EDTA, koktajl inhibitorów proteaz (Sigma, USA) oraz mie-
szaninę inhibitorów fosfataz (Pierce Biotechnology). Stężenie białka w próbkach ozna-
czane było metodą Bradford (Bio-Rad, USA). Przygotowane próbki nakładano na żel 
poliakrylamidowy (7–15%) i rozdzielano w procesie elektroforezy SDS-PAGE (Mini-
-Protean III, Bio-Rad, USA). Następnie białka transferowano na membrany PVDF lub 
nitrocelulozową (Immobilon-P lub Hybond-ECL, Amersham Pharmacia Biotech, USA), 
używając systemu semi-dry transfer system (Bio-Rad, USA). Membrany blokowano 
przez 24 godziny w 4°C w 5% odtłuszczonym mleku lub odczynniku blokującym dla 
detekcji fosfoprotein (Zymed, USA). Następnie membrany inkubowano w temperatu-
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rze pokojowej ze swoistymi przeciwciałami pierwotnymi (szczegóły – zob. poniżej), 
a następnie z przeciwciałami wtórnymi sprzężonymi z peroksydazą chrzanową (HRP). 
Membrany po odpłukaniu przeciwciał wtórnych ponownie inkubowano z przeciwciała-
mi przeciw β-aktynie. Świecenie prążków rejestrowano na kliszy fotografi cznej (Amer-
sham Pharmacia Biotech, USA), a wynik analizowano za pomocą programu grafi cznego 
Scion Image (Scion Corporation, USA).
Przeciwciało przeciw Rozcieńczenie/czas inkubacji Źródło
HO-1 1:1000 / 1 godzina Stressgen Biotechnologies Corp., Kanada
HO-2 1:1000 / 1 godzina Stressgen Biotechnologies Corp., Kanada
COX-2 1:1000 / 1 godzina Cayman Chemical Co., USA
3-NT 1:1000 / 2,5 godziny Cayman Chemical Co., USA
Apaf-1 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Bcl- xl 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Bcl-2 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Bax 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Akt 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Fosfo-Akt (SER473) 1:500 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Cyt c 1:3000 / 1 godzina Invitrogen, USA
Cyt IV 1:3000 / 1 godzina Invitrogen, USA
VDAC-1 1:1000 / 2,5 godziny Cell Signaling Technology Inc., USA
Beta-actin 1:5000 / 1 godzina Sigma, USA
Techniki histologiczne oraz immunohistochemiczne
Nerki utrwalano w paraformaldehydzie nasyconym cynkiem [329]. Skrawki depa-
rafi nizowano w ksylenie i alkoholu, przemywano i inkubowano przez 30 minut w 3% 
H2O2 w metanolu w celu zablokowania endogennej aktywności peroksydazowej. W celu 
blokowania nieswoistych miejsc wiązania skrawki przemywano i inkubowano w roz-
cieńczonym osoczu przez 30 minut oraz w mieszaninie awidyny i biotyny przez 15 mi-
nut. Następnie preparaty inkubowane były z monoklonalnym przeciwciałem przeciw 
HO-1 (1:200, Stressgen Biotechologies, Kanada) przez noc w temperaturze pokojowej, 
płukane i inkubowane przez 30 minut z biotynylowanym przeciwciałem wtórnym. Na 
skrawki na 2 minuty aplikowano roztwór substratów dla peroksydazy (DAB DAKO, 
USA). Preparaty były barwione hematoksyliną-eozyną, a następnie zamykane w celu 
analizy mikroskopowej.
W barwieniu immunocytochemicznym metodą pozatopieniową z użyciem złota ko-
rzystano z pomocy laboratorium mikroskopii elektronowej Zakładu Biologii Komórki 
New York Medical College.
Pomiar apoptozy metodą TUNEL w tkance
Wizualizację jąder komórek apoptotycznych przeprowadzono metodą TUNEL 
w preparatach histologicznych testem TdT-FragELTM DNA fragmentation detection kit 
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(Calbiochem, USA), zgodnie z instrukcją producenta. Liczbę jader apoptotycznych zli-
czano jako procent ogólnej liczby jader komórkowych w 10 losowo wybranych polach 
preparatu przy powiększeniu 200 x. 
Pomiar aktywności kaspaz 
Aktywność kaspazy-3, kaspazy-8 oraz kaspazy-9 oceniano przy użyciu testów kolo-
rymetrycznych ApoTarget (BioSource International, USA) zgodnie z instrukcją produ-
centa. W skrócie, tkankę homogenizowano w buforze (Tris, pH 7,4, zawierający deter-
gent), homogenat odwirowywano 10 000 x g przez 5 minut w 4°C, a w nadsączu mierzo-
no stężenie białka metodą Bradford. Próbkę zawierającą 200–300 mikrogramów białka 
inkubowano w ciemności, przez 24 godziny, ze swoistymi dla poszczególnych kaspaz 
substratami (DEVD-pNA dla kaspazy-3, IEDT-pNA dla kaspazy-8 oraz LEHD-pNA dla 
kaspazy-9) w temperaturze 37°C. Rozwój reakcji mierzono przyrostem absorbancji przy 
długości fali 405 nm. Jako kontrolę stosowano próbki niezawierające substratów od-
szczepiających barwnik. Aktywność kaspaz wyrażano w jednostkach absorbancji (OD 
405 nm) na miligram białka.
Pomiar stężenia reniny w osoczu (2K1C)
Stężenie reniny mierzone było metodą radioimmunologiczną (RIA) przy użyciu 
komercyjnego zestawu (Perkin Elmer Life Science, USA). W skrócie, próbki osocza 
rozmrażano na lodzie, rozcieńczano buforem maleinianowym (pH 6,0) oraz inkubo-
wano przez godzinę w temperaturze 37°C z substratem dla reniny (osocze pobrane od 
szczurów 48 godzin po nefrektomii) w obecności dimerkaprolu i 8-hydroksychinoliny. 
W próbce mierzono przyrost stężenia angiotensyny I (ng/ml/godzinę).
Pomiar stężenia kreatyniny
Stężenie kreatyniny w osoczu oraz w moczu oznaczano przy użyciu komercyjnego 
zestawu  nr 555A (Sigma, USA), zgodnie z zaleceniami producenta.
Pomiar aktywności HO oraz oznaczanie poziomu hemu w tkance
Nerki homogenizowano w buforze TBS (20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4) za-
wierającym 0,25 M sacharozę. Homogenaty wirowano przy 10 000 x g przez 10 minut 
w 4°C. Supernatantu używano do pomiaru aktywności HO. Stosowano metodę polega-
jącą na ekstrakcji chloroformem z próbki (inkubowanej z mieszanką substratów i kofak-
torów HO: heminą, NADP, glukozo-6-fosforanem, dehydrogenazą glukozo-6-fosforanu, 
mikrosomami z wątroby szczura) bilirubiny, której stężenie mierzono spektrofotome-
trycznie (Spectrophotometer Lambda 2, Perkin Elmer, Norwalk, USA), używając różni-
cy absorbancji 460–530 nm oraz współczynnika ekstynkcji 40 mM–1cm–1 [2]. Zawartość 
hemu w tkance mierzono metodą powstawania hemochromogenu pirydyny, używając 
różnicy absorbancji 557–530 nm oraz współczynnika ekstynkcji 20,7 mM–1cm–1. 
Pomiar wytwarzania anionu ponadtlenkowego
Wytwarzanie anionu ponadtlenkowego (O2
–) mierzono dwiema metodami: metodą 
redukcji ferricytochromu c oraz luminometrycznie. Homogenaty nerek do czasu badania 
zamrażane były w –80°C. W przypadku pomiaru metodą z ferricytochromem c homo-
genaty (10–20 mg białka) inkubowane były w 0,5 ml buforu Krebsa-Hanseleita, zawie-
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rającego 80 μM cytochromu c oraz 2 mM NaN3. Po godzinie inkubacji w temperaturze 
37°C zbierano supernatant, a ilość zredukowanego cytochromu c wyliczano z różnicy 
absorbancji 550–468 nm, stosując współczynnik ekstynkcji 0,0245. Wytwarzanie anio-
nu ponadtlenkowego przedstawiano jako mikromole O2
–/miligram białka.
W metodzie luminometrycznej wytwarzanie O2
– mierzono przy użyciu 10 μM lucy-
geniny i licznika Beckman LS6500 [18]. Aktywność przedstawiano jako liczbę impul-
sów (CPM) na minutę na mg białka.
Pomiar aktywności oksydazy cytochromu c 
Aktywność oksydazy cytochromu c we frakcjach mitochondrialnych nerek mierzono 
spektrofotometrycznie, metodą kinetyczną za pomocą komercyjnego zestawu (Sigma, 
USA), zgodnie z zaleceniami producenta.
3.5. Analiza statystyczna
Wyniki przedstawiono jako średnie z n pomiarów ± błąd standardowy. Znamienność 
statystyczną różnic pomiędzy grupami sprawdzano przy użyciu jednokierunkowej anali-
zy wariancji (ANOVA) oraz testami post hoc LSD Fishera i Sheffego. Za poziom istot-
ności przyjęto p < 0,05.

4. WYNIKI
4.1. Model nadciśnienia naczyniowo-nerkowego 2K1C
4.1.1. Ekspresja HO w nerce w modelu 2K1C
Zaciśnięcie tętnicy nerkowej u „regularnych” (niepoddanych transfekcji wekto-
rami) szczurów SD powodowało indukcję HO-1 w nerce jedynie po stronie zacisku 
(rys. 4 A–C). Indukcja HO-1 związana była ze wzrostem aktywności HO w tkance 
nerki (rys. 4 D).
U tych zwierząt HO-1 wyindukowana zaciśnięciem tętnicy nerkowej lokalizowa-
ła się przede wszystkim w komórkach tkanki śródmiąższowej rdzenia i, w mniejszym 
stopniu, kory nerek (rys. 5). Nie stwierdzano HO-1 w komórkach cewek nerkowych.
Podobnie do „regularnych” szczurów SD, zaciśnięcie tętnicy nerkowej wywoływa-
ło silną indukcję HO-1 w nerkach szczurów, którym podano „pusty” wektor (rys. 6). 
W nerkach zwierząt, którym podano wektor z genem HO-1 w orientacji „antysens”, za-
ciśnięcie tętnicy nerkowej nie powodowało indukcji HO-1 (rys. 6). Poziom HO-2 nie 
zmieniał się znacząco po zabiegu (rys. 6).
Zwierzęta LSN-RHO-1-AS zachowywały jednak zdolność do indukcji HO-1. Zasto-
sowanie chemicznego induktora HO-1 (CoPP) wywoływało znaczny wzrost ekspresji 
HO-1 w nerkach tych zwierząt, bez wpływu na poziom HO-2 (rys. 7). 
4.1.2. Wpływ HO na rozwój nadciśnienia i uszkodzenia nerek w modelu 2K1C
W grupie zwierząt, którym podano wektor LSN-RHO-1-AS, u szczurów poddanych 
operacji „pozorowanej”, ciśnienie krwi nie podlegało istotnym zmianom. Zaciśnięcie 
lewej tętnicy nerkowej, już od 12. dnia po zabiegu, powodowało znamienne podwyższe-
nie ciśnienia tętniczego, które w 17. dniu po zabiegu osiągało wartości 151 ± 1 mmHg 
względem 132 ± 2 mmHg w grupie szczurów poddanych operacji „pozorowanej” 
(p < 0,05) (rys. 10 A).
Wzrostowi ciśnienia towarzyszyło podwyższenie stężenia kreatyniny we krwi (40,3 
± 2,8 vs 29,3 ± 3,9 μmol/l, p < 0,05) oraz obniżenie się klirensu kreatyniny (1,5 ± 0,2 vs 
2,8 ± 0,4 ml/min, p < 0,05).
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* p < 0,05 względem grupy Sham
Rys. 4. Ekspresja (A), analiza densytometryczna (B i C) poziomów HO-1 oraz HO-2 oraz aktywność HO 
(D) w nerce z zaciśniętą (lewa) oraz niezaciśniętą (prawa) tętnicą nerkową. Nerki pobierano po 21 dniach 
od zabiegu. Za kontrolę służyły nerki pobrane od szczurów poddanych operacji pozorowanej
Według Botros et al. [43]
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Rys. 5. Analiza immunohistochemiczna HO-1 wykonana na kolejnych skrawkach kory i rdzenia nerki 
z zaciśniętą tętnicą nerkową (2K1C). Duże zdjęcia przedstawiają 100-krotne powiększenie obszaru za-
znaczonego ramką w zdjęciach o powiększeniu 40 x (A, C) – kontrole bez przeciwciała pierwotnego; 
(B, D) – inkubacja z przeciwciałem pierwotnym. Sygnał pozytywny dla HO-1 – kolor brązowy
Według Botros et al. [43]
Co ciekawe, podawanie zwierzętom LSN-RHO-1-AS z zaciśniętą tętnicą nerkową in-
duktora HO-1, CoPP skutecznie zapobiegało wzrostowi ciśnienia tętniczego (rys. 10 A) 
oraz częściowo chroniło przed patologicznym spadkiem klirensu kreatyniny w czasie 
rozwoju nadciśnienia w modelu 2K1C.
Zaciśnięcie tętnicy nerkowej powodowało atrofi ę nerki (ubytek masy ok. 37%), która 
była silniej wyrażona w grupie zwierząt LSN-RHO-1-AS w porównaniu z grupą szczu-
rów LXSN (rys. 10 B i C). Podawanie induktora HO-1, CoPP skutecznie zapobiegało 
atrofi i spowodowanej zaciśnięciem tętnicy nerkowej (rys. 10 B i C).
Zaciśnięcie tętnicy nerkowej powodowało zaburzenie mikroskopowej struktury ne-
rek (rozstrzeń cewek oraz nacieki limfocytarne), które było silniej wyrażone w grupie 
zwierząt LSN-RHO-1-AS w porównaniu ze szczurami LXSN (rys. 9 A–I). Co ciekawe, 
podawanie CoPP w znacznym stopniu zapobiegało zmianom w nerkach (rys. 9 J–L). 
Barwienie błękitem pruskim ujawniło złogi żelaza pojawiające się w nerkach po zaciś-
nięciu tętnicy nerkowej (rys. 9, panel dolny). 
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; n = 4
Rys. 6. (A) – ekspresja oraz analiza densytometryczna (B i C) poziomów HO-1 oraz HO-2 w nerkach 
szczurów z wstrzykniętym „pustym” wektorem (LXSN) oraz wektorem z genem HO-1 w orientacji „anty-
sens” (LSN-RHO-1-AS). Kontrola – szczury poddane operacji „pozorowanej”. 2K1C – nerki z zaciśniętą 
tętnicą nerkową. Nerki pobierano po 21 dniach od zabiegu 
Według Olszanecki et al. [301]
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; n = 4
Rys. 7. (A) – ekspresja oraz analiza densytometryczna (B i C) poziomów HO-1 oraz HO-2 w nerkach 
szczurów z wstrzykniętym wektorem z genem HO-1 w orientacji „antysens” (LSN-RHO-1-AS). Kontrola 
– szczury poddane operacji „pozorowanej”. 2K1C – nerki z zaciśniętą tętnicą nerkową. CoPP (5 mg/
100 g, s.c.) stosowano raz w tygodniu do 21. dnia od zabiegu 
Według Olszanecki et al. [301]
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem odpowiedniej grupy „antysens”, n = 4
Rys. 8. (A) – ekspresja oraz analiza densytometryczna (B i C) poziomów COX-2 oraz 3-NT w nerkach 
szczurów z wstrzykniętym „pustym” wektorem (LXSN) oraz wektorem z genem HO-1 w orientacji „anty-
sens” (LSN-RHO-1-AS). Kontrola – szczury poddane operacji „pozorowanej”. 2K1C – nerki z zaciśniętą 
tętnicą nerkową. Nerki pobierano po 21 dniach od zabiegu
Według Olszanecki et al. [301]
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Rys. 9. Panel górny (A–L) – obrazy histopatologiczne nerek z zaciśniętą tętnicą nerkową (2K1C) w bar-
wieniu PAS. Czerwone strzałki: nacieki limfocytarne, czarne strzałki: cytoplazmatyczne krople hialinowe, 
gwiazdki: rozstrzeń cewek. Panel dolny – obraz nerek w barwieniu błękitem pruskim. Niebieskie strzałki: 
złogi żelaza
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4.1.3. Wpływ HO na stres oksydacyjny i ekspresję COX-2 w nerce w modelu 2K1C
U szczurów LXSN zaciśnięcie tętnicy nerkowej skutkowało wzmożoną indukcją 
COX-2 oraz podwyższeniem poziomu 3-nitrotyrozyny (3-NT) w tkance (rys. 8). Co cie-
kawe, już kontrolne nerki szczurów, którym wstrzyknięto wektor z HO-1 w orientacji 
„antysens”, wykazywały podwyższony poziom 3-NT oraz COX-2 (rys. 8). Równie wy-
soki poziom 3-NT oraz COX-2 występował w nerkach szczurów LSN-RHO-1-AS po 
zaciśnięciu tętnicy nerkowej (rys. 8).
Co ciekawe, silny induktor HO-1, CoPP zmniejszał poziom 3-NT oraz COX-2 w ner-
kach szczurów LSN-RHO-1-AS po zaciśnięciu tętnicy nerkowej (rys. 11).
4.1.4. Wpływ HO na występowanie apoptozy w nerce w modelu 2K1C
Jądra komórek podlegających apoptozie wizualizowano metodą TUNEL (rys. 12). 
Ilościowe wyniki oznaczeń metodą TUNEL przedstawiono na rysunku 13. W ner-
kach szczurów, którym wstrzyknięto „pusty” wektor, poddanych operacji „pozorowa-
nej”, nie stwierdzano komórek apoptotycznych (rys. 12 A–C, rys. 13 A). Ich liczba 
znacznie wzrastała po zaciśnięciu tętnicy nerkowej (rys. 12 G–I, rys. 13 A). Co ciekawe, 
w porównaniu z nerkami szczurów LXSN, już w warunkach kontrolnych liczba komó-
rek apoptotycznych była znamiennie większa w nerkach szczurów z upośledzoną eks-
presją HO-1 (rys. 12 D–F, rys. 13 A). Zaciśnięcie tętnicy nerkowej nieznacznie nasilało 
apoptozę w rdzeniu nerki tych zwierząt (rys. 12 J–L, rys. 13 A). Induktor HO-1, CoPP 
skutecznie zapobiegał apoptozie w nerkach zwierząt z genetycznym upośledzeniem eks-
presji HO-1 (rys. 12 M–O, rys. 13 A).
Zarówno w grupie zwierząt LXSN, jak i LSN-RHO-1-AS zaciśnięcie tętnicy nerko-
wej wiązało się ze wzrostem w nerce aktywności kaspazy-3 (rys. 13 B). Wzrost ten był 
większy u szczurów, którym wstrzyknięto wektor z HO-1 w orientacji „antysens” (rys. 
13 B). Zastosowanie CoPP skutecznie zapobiegało aktywacji kaspazy-3 u szczurów 
z genetycznym upośledzeniem indukcji HO-1 (rys. 13 B).
4.1.5. Wpływ HO na białka regulujące procesy apoptozy w nerce w modelu 2K1C
Już w warunkach kontrolnych ekspresja białka Apaf-1, biorącego udział wraz z ka-
spazą-9 i cytochromem c w aktywacji kaspazy-3, była wyższa w nerkach szczurów, 
którym podano wektor z HO-1 w orientacji antysens (rys. 14 A i B). U tych zwierząt, 
ekspresja Apaf-1 utrzymywała się na podobnie wysokim poziomie po zaciśnięciu tętnicy 
nerkowej (rys. 14 A i B).
Zarówno u szczurów, którym podano wektor LXSN, jak też u zwierząt z genetycznie 
upośledzoną indukcją HO-1 (LSN-RHO-1-AS), zaciśnięcie tętnicy nerkowej powodo-
wało wzrost poziomu antyapoptotycznego białka Bcl-2 (rys. 15). Jednocześnie poziom 
innego ochronnego białka, Bcl-xl, wykazywał tendencję do spadku, większą w nerkach 
zwierząt LSN-RHO-1-AS (rys. 15).
Pod wpływem CoPP w nerkach szczurów LSN-RHO-1-AS dochodziło do silnej in-
dukcji obu przeciwapoptotycznych białek: Bcl-2 i Bcl-xl (rys. 16).
43
* p < 0,05 względem odp. grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem grupy LSN-RHO-1-AS 2K1C; § p < 0,05 
względem grupy LXSN 2K1C
Rys. 10. (A) – skurczowe ciśnienie krwi u szczurów LSN-RHO-1-AS w czasie rozwoju nadciśnienia w mo-
delu 2K1C (n = 6); (B) – stosunek masy nerki lewej (po stronie zaciśniętej tętnicy nerkowej) do masy nerki 
prawej (n = 6); (C) – przykładowe zdjęcia lewych nerek szczurów kontrolnych oraz poddanych zaciśnięciu 
tętnicy nerkowej
Według Olszanecki et al. [301]
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; n = 4
Rys. 11. Ekspresja (A) oraz analiza densytometryczna (B i C) poziomów COX-2 oraz 3-NT w nerkach 
szczurów z wstrzykniętym wektorem z genem HO-1 w orientacji „antysens” (LSN-RHO-1-AS). Kontrola 
– szczury poddane operacji „pozorowanej”, 2K1C – nerki z zaciśniętą tętnicą nerkową. CoPP (5 mg/
100 g, s.c.) stosowano raz w tygodniu do 21. dnia od zabiegu 
Według Olszanecki et al. [301]
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Rys. 12. Wizualizacja pyknotycznych jąder komórkowych (kolor brunatny) komórek apoptotycznych 
w rdzeniu nerek szczurów kontrolnych oraz z zaciśniętą tętnicą nerkową (2K1C) w grupach zwierząt 
z wstrzykniętym „pustym” wektorem (LXSN) oraz wektorem z genem HO-1 w orientacji „antysens” (LSN-
-RHO-1-AS). CoPP (5 mg/100 g, s.c.) stosowano raz w tygodniu do 21. dnia od zabiegu
Według Olszanecki et al. [301] 
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem grupy LXSN 2K1C; § p < 0,05 względem 
grupy LSN-RHO-1-AS 2K1C; n = 6
Rys. 13. Ilościowa analiza liczebności komórek apoptotycznych w preparatach kory i rdzenia nerek (A) 
oraz aktywność kaspazy-3 (B) w homogenatach nerek szczurów kontrolnych oraz z zaciśniętą tętnicą 
nerkową (2K1C), w grupach zwierząt z wstrzykniętym „pustym” wektorem (LXSN) oraz wektorem z ge-
nem HO-1 w orientacji „antysens” (LSN-RHO-1-AS)
Według Olszanecki et al. [301]
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem grupy LXSN 2K1C; n = 4
Rys. 14. Ekspresja (A) oraz analiza densytometryczna (B i C) poziomu w nerkach szczurów z wstrzyknię-
tym „pustym” wektorem (LXSN) oraz wektorem z genem HO-1 w orientacji „antysens” (LSN-RHO-1-AS). 
Kontrola – szczury poddane operacji „pozorowanej”. Nerki pobierano po 21 dniach od zabiegu
Według Olszanecki et al. [301]
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem LXSN 2K1C, n = 4
Rys. 15. Ekspresja (A) oraz analiza densytometryczna (B i C) poziomów Bcl-2 i Bcl-xl w nerkach szczu-
rów z wstrzykniętym „pustym” wektorem (LXSN) oraz wektorem z genem HO-1 w orientacji „antysens” 
(LSN-RHO-1-AS). Kontrola – szczury poddane operacji „pozorowanej”. 2K1C – nerki z zaciśniętą tętnicą 
nerkową. Nerki pobierano po 21 dniach od zabiegu 
Według Olszanecki et al. [301]
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; n = 4
Rys. 16. Ekspresja (A) oraz analiza densytometryczna (B i C) poziomów białek Bcl-2 oraz Bcl-xl w ner-
kach szczurów z wstrzykniętym wektorem z genem HO-1 w orientacji „antysens” (LSN-RHO-1-AS). 
Kontrola – szczury poddane operacji „pozorowanej”, 2K1C – nerki z zaciśniętą tętnicą nerkową. CoPP 
(5 mg/100 g, s.c.) stosowano raz w tygodniu do 21. dnia od zabiegu 
Według Olszanecki et al. [301]
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Rys. 17. Poziom fosforylowanego Akt (seryna 473) w nerkach szczurów z wstrzykniętym wektorem z ge-
nem HO-1 w orientacji „antysens” (LSN-RHO-1-AS). Kontrola – szczury poddane operacji „pozorowanej”, 
2K1C – nerki z zaciśniętą tętnicą nerkową. CoPP (5 mg/100 g, s.c.) stosowano raz w tygodniu do 21. 
dnia od zabiegu 
Według Olszanecki et al. [301]
W nerkach zwierząt, którym podano wektor z HO-1 w orientacji „antysens”, zasto-
sowanie CoPP zwiększało ekspresję sprzyjającej przeżyciu kinazy B (Akt), a także jej 
aktywację, mierzoną wzrostem jej ufosforylowania cząsteczki Akt w pozycji seryny 473 
(rys. 17). 
4.2. Model ostrej niewydolności nerek
4.2.1. Ekspresja HO w nerce 
Podanie środka kontrastowego powodowało indukcję HO-1 w warstwie korowej ne-
rek; w warstwie rdzeniowej nie obserwowano wzrostu poziomu HO-1 (rys. 18). Poziom 
HO-2, zarówno w rdzeniu, jak i w korze nerek, pozostawał niezmieniony (rys. 18).
Trzytygodniowe podawanie induktora HO-1, CoPP powodowało znamienny wzrost 
ekspresji HO-1, przede wszystkim w korze, ale również w warstwie rdzeniowej nerek 
(rys. 19 A). Masywnej indukcji HO-1 towarzyszyło znamienne zwiększenie aktywności 
HO mierzonej w homogenacie całej nerki (2,12 ± 0,12 vs 0,835 ± 0,057 nmol bilirubiny/
mg białka/godzinę, rys. 19 B). Inhibitor HO, SnMP również powodował indukcję HO-1, 
hamując jednocześnie jej aktywność (0,34 ± 0,026 vs 0,835 ± 0,057 nmol bilirubiny/mg 
białka/godzinę, rys. 19 B).
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; n = 4
Rys. 18. (A) – ekspresja oraz analiza densytometryczna (B i C) poziomów HO-1 oraz HO-2 w korze 
i rdzeniu nerek szczurów kontrolnych oraz po podaniu środka kontrastowego. Nerki pobierano po 48 
godzinach od zabiegu 
Według Goodman et al. [142]
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem grupy ONN; n = 4
Rys. 19. (A) – ekspresja HO-1 oraz HO-2 w rdzeniu i korze nerek szczurów kontrolnych oraz po podaniu 
środka kontrastowego; (B) – aktywność HO w homogenatach nerek szczurów kontrolnych oraz po poda-
niu środka kontrastowego. Nerki pobierano po 48 godzinach od zabiegu. CoPP oraz SnMP (5 mg/100 g, 
s.c.) podawano raz w tygodniu przez 3 tygodnie poprzedzające wstrzyknięcie środka kontrastowego 
Według Goodman et al. [142]
4.2.2. HO a poziom wolnego hemu i nasilenie stresu oksydacyjnego w nerce 
Pod wpływem kwasu jotalamowego dochodziło do wzrostu poziomu wolnego hemu 
w tkance nerek (0,95 ± 0,021 vs 0,61 ± 0,058 nmol/mg białka, p < 0,05; n = 4). Podawa-
nie induktora HO-1, CoPP powodowało znamienny spadek stężeń hemu, zastosowanie 
zaś inhibitora aktywności HO, SnMP istotnie zwiększało poziom hemu w tkance nerek 
(stężenia odpowiednio 0,28 ± 0,048 oraz 1,14 ± 0,1 nmol/mg białka, p < 0,05 względem 
grupy ONN; n = 4).
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W homogenatach nerek poddanych działaniu środka kontrastowego występowało 
zwiększone wytwarzanie anionu ponadtlenkowego (O2
–) (rys. 20). 
Podawanie induktora HO-1, CoPP powodowało zmniejszenie wytwarzania, zastoso-
wanie zaś inhibitora aktywności HO, SnMP istotnie nasilało produkcję O2
– w homoge-
nacie nerek (rys. 20).
4.2.3. HO a biochemiczne wykładniki rozwoju niewydolności nerek
Podanie środka kontrastowego w ciągu 24–48 godzin doprowadzało do znamiennego 
wzrostu stężeń kreatyniny we krwi (49 ± 8,0 vs 37 ± 6,1 μmol/l, p < 0,05; n = 4) oraz 
spadku klirensu kreatyniny (1,84 ± 0,26 vs 3,98 ± 0,87 ml/min, p < 0,05; n = 4) (rys. 
21 A i B). Patologiczne zmiany poziomu kreatyniny we krwi i klirensu kreatyniny były 
znamiennie nasilane przez zastosowanie inhibitora aktywności HO, SnMP (wartości od-
powiednio: 52 ± 4,8 μmol/l oraz 2,11 ± 0,37 ml/min) (rys. 21 A i B). W przeciwieństwie 
do tego induktor HO-1, CoPP zapobiegał wzrostowi stężenia kreatyniny we krwi i spad-
kowi klirensu kreatyniny po wstrzyknięciu środka kontrastowego (wartości odpowied-
nio: 35 ± 5,0 μmol/l oraz 2,86 ± 0,77 ml/min) (rys. 21 A i B).
4.2.4. Wpływ HO na procesy apoptozy w nerce w modelu ostrej niewydolności nerek
Podanie środka kontrastowego powodowało aktywację kaspazy-3, kaspazy-8 oraz 
kaspazy-9 w warstwie rdzeniowej, ale nie w korze nerek (rys. 22). Zastosowanie SnMP 
nie zwiększało dalej aktywności kaspaz, podawanie zaś CoPP znamiennie tłumiło ich 
aktywność (rys. 22).
* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem grupy ONN; n = 4
Rys. 20. Wytwarzanie O2
– w homogenatach nerek szczurów kontrolnych oraz po podaniu środka kontra-
stowego. Nerki pobierano po 2 dniach od podania kwasu jotalamowego. CoPP oraz SnMP (5 mg/100 g, 
s.c.) podawano raz w tygodniu przez 3 tygodnie poprzedzające wstrzyknięcie środka kontrastowego
Według Goodman et al. [142]
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W rdzeniu nerek podanie środka kontrastowego powodowało silną indukcję sprzy-
jającego apoptozie białka Bax (rys. 23 i 24). Indukcja Bax znoszona była przez CoPP 
(rys. 23 i 24). Co ciekawe, użycie inhibitora HO, SnMP nasilało indukcję Bax zarówno 
w rdzeniu, jak i w korze nerek (rys. 23 i 24).
Induktor HO-1, CoPP powodował podwyższenie w rdzeniu nerki poziomów prze-
ciwapoptotycznych białek Bcl-2 oraz Bcl-xl (w przypadku białka Bcl-xl podobna reak-
cja zachodziła również w korze nerek) (rys. 23 i 24).
W korze nerki SnMP znamiennie obniżało poziom białka Bcl-2 (rys. 23 i 24).
* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem grupy ONN; n = 6
Rys. 21. Poziom kreatyniny w surowicy krwi (A) oraz klirens kreatyniny (B) w 2. dobie od podania środka 
kontrastowego u szczurów kontrolnych. CoPP oraz SnMP (5 mg/100 g, s.c.) podawano raz w tygodniu 
przez 3 tygodnie poprzedzające wstrzyknięcie środka kontrastowego
Według Goodman et al. [142]
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem grupy ONN; n = 4
Rys. 22. Aktywność kaspaz w homogenatach kory i rdzenia nerek szczurów kontrolnych oraz po podaniu 
środka kontrastowego. Nerki pobierano po 2 dniach od zabiegu. CoPP oraz SnMP (5 mg/100 g, s.c.) 
podawano raz w tygodniu przez 3 tygodnie poprzedzające wstrzyknięcie środka kontrastowego
Według Goodman et al. [142]
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Rys. 23. Ekspresja białek rodziny Bcl-2 w rdzeniu (A) i korze (B) nerek szczurów kontrolnych oraz po 
podaniu środka kontrastowego. Nerki pobierano po 2 dniach od zabiegu
Według Goodman et al. [142] 
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem grupy ONN; n = 4
Rys. 24. Analiza densytometryczna poziomu białek rodziny Bcl-2 w rdzeniu i korze nerek szczurów kon-
trolnych oraz po podaniu środka kontrastowego
Według Goodman et al. [142]
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4.3. Model cukrzycy
4.3.1. Ekspresja HO oraz wybranych białek pro- i antyapoptotycznych w nerkach 
W trakcie rozwoju cukrzycy, 3 miesiące po podaniu STZ w nerce dochodziło do 
zwiększonej ekspresji HO-1 zarówno u szczurów, którym podano „pusty” wektor, jak 
i u szczurów LSN-RHO-1-AS (rys. 25 A i B). Frakcjonowanie homogenatu nerek umoż-
liwiło dokładne zlokalizowanie pojawiającej się HO-1 we frakcji cytozolowej (rys. 25 
A i B). Zastosowanie CoPP powodowało masywną indukcję HO-1, która obok frakcji 
cytozolowej pojawiała się w dużej ilości w mitochondriach (rys. 25 A i B). Mitochon-
drialną lokalizację HO-1 wyindukowaną przez CoPP potwierdzały barwienia immuno-
cytochemiczne wykonane techniką EM immunogold (rys. 26).
W porównaniu ze zwierzętami kontrolnymi w nerkach szczurów cukrzycowych 
w cytozolu stwierdzano wyraźnie wyższy poziom cytochromu c (rys. 25 A i B). Co cie-
kawe, pomimo podobnego nasilenia indukcji HO-1 poziom cytochromu c we frakcji 
cytozolowej u szczurów, którym wstrzyknięto wektor z HO-1 w orientacji „antysens” 
był wyższy niż u zwierząt LXSN (rys. 25 A i B). Podanie CoPP zmniejszało poziom 
cytochromu c w cytozolu (rys. 25 A i B). 
W porównaniu ze zwierzętami kontrolnymi po podaniu STZ nie dochodziło w ho-
mogenatach nerek do zmian w ekspresji przeciwapoptotycznego białka Bcl-xl. Jednak 
podanie induktora HO-1, CoPP zwiększało poziom Bcl-xl w cytozolu i mitochondriach 
nerek szczurów LSN-RHO-1-AS (rys. 25 A i B).
W badanych próbkach zaznaczała się tendencja (jednak bez znamienności staty-
stycznej) do niższego poziomu mitochondrialnego białka VDAC-1 w nerkach szczurów, 
którym wstrzyknięto wektor z HO-1 w orientacji „antysens” w porównaniu z nerkami 
zwierząt „zakażonych” wektorem LXSN (rys. 25 A i B). 
4.3.2. Aktywność oksydazy cytochromu c oraz wytwarzanie wolnych rodników tlenowych przez 
frakcję mitochondrialną homogenatów nerek 
Podanie STZ zmniejszało aktywność oksydazy cytochromu c mierzonej we frakcji 
mitochondrialnej homogenatu nerek (rys. 27 A). Po 3 miesiącach hiperglikemii poziom 
aktywności oksydazy cytochromu c we frakcji mitochondrialnej był podobny u szczu-
rów LXSN oraz u zwierząt, którym podano wektor LSN-RHO-1-AS (rys. 27 A). U tych 
ostatnich podanie CoPP podwyższało mitochondrialną aktywność oksydazy cytochro-
mu c (rys. 27 A). 
Trzymiesięczna cukrzyca powodowała wzrost wytwarzania ROS przez frakcję mi-
tochondrialną homogenatu nerek, nieznacznie wyższy w przypadku frakcji mitochon-
drialnej homogenatów nerek zwierząt „zakażanych” wektorem z HO-1 w orientacji „an-
tysens” (rys. 27 B). Induktor HO-1, CoPP powodował zmniejszenie produkcji anionu 
ponadtlenkowego przez frakcję mitochondrialną homogenatów nerek szczurów cukrzy-
cowych LSN-RHO-1-AS (rys. 27 B). 
59
* p < 0,05 względem frakcji cytozolowej szczurów kontrolnych; § p < 0,05 względem frakcji cytozolowej 
LXSN STZ; # p < 0,05 względem frakcji mitochondrialnej szczurów LSN-RHO-1-AS STZ
Rys. 25. Ekspresja (A) i analiza densytometryczna (B) poziomu HO-1, cytochromu c (Cyt c), białka 
VDAC-1 oraz białka Bcl-xl we frakcji mitochondrialnej (MT) oraz cytozolowej (Cys) homogenatu nerek 
szczurów kontrolnych oraz po podaniu streptozotocyny (STZ). Ekspresję podjednostki IV cytochromu 
(Cyt IV) potraktowano jako kontrolę czystości frakcji (występuje tylko we frakcji mitochondrialnej). Nerki 
pobierano po 3 miesiącach od podania STZ. CoPP (5 mg/100 g, s.c.) podawano raz w tygodniu przez 
3 tygodnie poprzedzające pobranie nerek
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Rys. 26. Barwienie immunocytochemiczne metodą pozatopieniową z użyciem złota na obecność HO-
1 w mitochondriach nerek szczurów cukrzycowych (A i C) oraz cukrzycowych, którym podano CoPP 
(5 mg/100 g, s.c., raz w tygodniu przez 3 tyg.) (B i D). Pozytywny sygnał związany jest z błoną mito-
chondrium (grube strzałki) oraz grzebieniami (przerywane strzałki). A i B – pow. 3900 x; C i D – pow. 
21 000 x
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem grupy STZ „antysens”; n = 4
Rys. 27. Aktywność oksydazy cytochromu c (A) oraz wytwarzanie O2– (B) we frakcji mitochondrialnej 
homogenatów nerek szczurów kontrolnych oraz po podaniu streptozotocyny (STZ). Badania prowadzono 
na zwierzętach, którym podano „pusty” wektor (LXSN) oraz wektor z HO-1 w orientacji „antysens” (LSN-
-RHO-1-AS). Nerki pobierano po 3 miesiącach od podania STZ. CoPP (5 mg/100 g, s.c.) podawano raz 
w tygodniu przez 3 tygodnie poprzedzające pobranie nerek
4.3.3. Aktywność kaspaz w  homogenatach nerek
W porównaniu ze szczurami kontrolnymi w nerkach zwierząt cukrzycowych, zarów-
no LXSN, jak i „zakażonych” wirusem z HO-1 „antysens”, dochodziło do podobnego 
zwiększenia się aktywności kaspazy-3 i kaspazy-9, podczas gdy aktywność kaspazy-8 
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* p < 0,05 względem grupy kontrolnej; # p < 0,05 względem grupy STZ „antysens”; n = 4
Rys. 28. Aktywność kaspaz w homogenatach nerek szczurów kontrolnych oraz po podaniu streptozo-
tocyny (STZ). Badania prowadzono na zwierzętach, którym podano „pusty” wektor (LXSN) oraz wektor
z HO-1 w orientacji „antysens” (LSN-RHO-1-AS). Nerki pobierano po 3 miesiącach od podania STZ. 
CoPP (5 mg/100 g, s.c.) podawano raz w tygodniu przez 3 tygodnie poprzedzające pobranie nerek
nie ulegała znaczącym zmianom (rys. 28). Podawanie CoPP zmniejszało aktywność ka-
spaz do poziomów występujących u zwierząt kontrolnych (rys. 28).
5. PODSUMOWANIE WYNIKÓW
1. Indukcja HO-1 w nerkach występowała we wszystkich badanych modelach: towa-
rzyszyła zaciśnięciu tętnicy nerkowej (2K1C), podaniu jonowego środka kontrastowego 
(ONN) oraz, w dłuższej perspektywie czasowej, rozwojowi cukrzycy po dootrzewno-
wym podaniu szczurom streptozotocyny (STZ).
2. Pojawiające się uszkodzenie nerek charakteryzowało się zaburzeniem ich mor-
fologii (2K1C), upośledzeniem ich funkcji (2K1C, ONN), pojawieniem się w komór-
kach enzymów zapalnych (2K1C) oraz wzrostem wytwarzania reaktywnych form tlenu 
w tkance (2K1C, ONN, STZ).
3. We wszystkich trzech modelach uszkodzeniu nerek (zwłaszcza rdzenia) towarzy-
szyło nasilenie się apoptozy, ze wzmożoną aktywacją kaspaz (2K1C, ONN) oraz zmia-
nami ekspresji białek pro- i antyapoptotycznych (2K1C, ONN, STZ). Aktywacja apop-
tozy była zwiększona u zwierząt z upośledzoną ekspresją szlaku HO-1. 
4. We wszystkich modelach chemiczny induktor HO-1 (CoPP) zwiększał ekspresję 
HO-1 w nerkach i zapobiegał ich morfologicznemu i czynnościowemu uszkodzeniu.
5. Wywołanej przez CoPP indukcji HO-1 towarzyszyło zahamowanie apoptozy (wy-
rażone niższą aktywnością kaspaz), zwiększona ekspresja antyapoptotycznych białek 
Bcl-2 i Bcl-xl oraz podniesiony poziom ekspresji i zwiększony stopień fosforylacji ki-
nazy Akt (2K1C).
6. W modelu cukrzycy wyidukowana pod wpływem CoPP HO-1 lokalizowała się 
w mitochondriach. Pojawienie się HO-1 w mitochondriach wiązało się ze zwiększeniem 
aktywności mitochondrialnej oksydazy cytochromu c oraz spadkiem mitochondrialnego 




Indukcja HO-1 towarzyszyła uszkodzeniu nerek we wszystkich zastosowa-
nych modelach badawczych: w trakcie rozwoju nadciśnienia naczyniowo-nerkowego, 
ostrej niewydolności nerek oraz cukrzycy. Chociaż modele te różnią się przyczynami 
i stopniem uszkodzenia nerek, mechanizmy wiodące do indukcji HO-1 w każdym z nich 
mogą być podobne. 
W modelu 2K1C poprzez kontrolowane zaciśnięcie tętnicy nerkowej ograniczony 
zostaje przepływ krwi przez jedną z nerek, podczas gdy druga pozostaje nietknięta [137, 
268]. Masywne uwalnianie reniny z niedokrwionej nerki doprowadza do zwiększone-
go wytwarzania angiotensyny II w samym narządzie oraz wzrostu jej stężenia we krwi 
[144, 191, 214, 231, 268, 272]. Nerka niedokrwiona ulega atrofi i, nerka „zdrowa” zaś 
przerasta i podlega hiperperfuzji, co zapobiega wystąpieniu hiperwolemii (typowej dla 
modelu 1K1C, w którym zaciska się tętnicę nerkową po uprzedniej, przeciwstronnej 
nefrektomii). W modelu 2K1C za wystąpienie i podtrzymanie nadciśnienia odpowiada 
więc przede wszystkim wzmożona aktywacja układu renina–angiotensyna–aldosteron 
(RAA) [231]. 
Angiotensyna II jest jednym z typowych induktorów HO-1 w tkankach [157, 323, 
343], jednak sam wzrost poziomu krążącej angiotensyny II nie wydaje się wystarczać do 
indukcji HO-1 w nerce w modelu 2K1C. Znamienne, że poziom HO-1 wzrastał jedynie 
po stronie zaciśniętej tętnicy nerkowej – wydaje się więc, że krytyczne dla wystąpie-
nia indukcji HO-1 było miejscowe, nakładające się działanie kilku czynników (hipok-
sji, zwiększonego powstawania ROS, aktywacji układu RAA). Co ciekawe, podobna 
konstelacja mechanizmów patologicznych (wzmożone, wewnątrznerkowe powstawanie 
angiotensyny II, skurcz naczyń, hipoksja i nasilenie wytwarzania ROS) pojawia się nie 
tylko po zaciśnięciu tętnicy nerkowej, lecz odgrywa również dużą rolę w patogenezie 
uszkodzenia nerek po podaniu jonowego środka kontrastowego [23, 164, 165, 224, 295, 
308, 314] oraz w przebiegu nefropatii cukrzycowej [22, 59, 77, 296, 364, 396, 452].
W kontekście rozważań roli fi zjologicznej niezwykle ważnym zagadnieniem jest 
lokalizacja HO-1 w nerce [69]. O ile umiejscowienie w nerkach konstytutywnej HO-2 
jest dobrze opisane i nie budzi większych wątpliwości (występuje głównie w komór-
kach części wstępującej pętli Henlego, komórkach kanalików zbiorczych oraz w tęt-
nicach międzypłacikowych i tętniczkach doprowadzających) [82, 190, 240], o tyle 
o wiele trudniej wskazać typową lokalizację pojawiającej się w warunkach patologicz-
nych izoformy HO-1 – zależy ona w dużym stopniu od rodzaju uszkodzenia nerek. 
U zwierząt w modelu rabdomiolizy, w przypadku uszkodzenia nerek spowodowanego 
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podawaniem cisplatyny lub angiotensyny II, HO-1 pojawia się głównie w części prok-
symalnej cewek nerkowych [8, 157, 287, 416]; podobnie w przypadkach niektórych 
schorzeń nerek u ludzi – nocnej napadowej hemoglobinurii, nefropatii IgA czy ostrej 
martwicy cewek [290, 300]. Donoszono jednak także o indukcji HO-1 w kłębuszkach 
nerkowych i komórkach mezangium w przypadku kłębuszkowych zapaleń nerek [85, 
86, 276] oraz w cewkach, komórkach śródmiąższowych i mięśniach gładkich naczyń 
nerkowych w przebiegu anemii sierpowatokrwinkowej [288]. Charakterystyczne, że 
w większości schorzeń indukcja HO-1 występuje w miejscu największego uszkodzenia 
– w naszym modelu zaciśnięcie tętnicy nerkowej powodowało indukcję HO-1 głównie 
w najbardziej niedokrwionym obszarze – rdzeniu nerki. Co ciekawe, zasada ta nie ma 
zastosowania do szczurzego modelu ostrej niewydolności nerek spowodowanej poda-
niem środka kontrastowego – tu indukcja HO-1 zachodziła jedynie w korze nerek, cho-
ciaż model ten, szczególnie po modyfi kacji polegającej na zahamowaniu indometacyną 
syntezy prostaglandyn, uznawany jest za selektywnie uszkadzający rdzeń tego narządu 
[49, 100, 164, 165].
Uzyskane w pracy wyniki wskazują, że naturalne mechanizmy indukcji HO-1 w od-
powiedzi na zaciśnięcie tętnicy nerkowej upośledzone były u szczurów, którym tuż po 
urodzeniu podawano wektor zawierający gen szczurzej HO-1 w orientacji „antysens”. 
Jak to już wcześniej opisano, tego rodzaju manipulacja genetyczna prowadzi do trwałe-
go obniżenia zdolności komórek i tkanek do indukcji HO-1 w odpowiedzi na naturalny 
stres, ale nie zamyka możliwości wyindukowania enzymu substancjami egzogenny-
mi, jak np. metaloporfi rynami [330, 449]. Tak zmodyfi kowane szczury stanowią więc 
bardzo wygodny model badawczy, a genetyczne hamowanie ekspresji HO-1 funkcjo-
nalnie odpowiada użyciu inhibitora aktywności HO – mezoporfi ryny cynowej (SnMP) 
u „regularnych” zwierząt laboratoryjnych.
Zarówno w modelu 2K1C, jak i niewydolności nerek po podaniu środka kon-
trastowego, zahamowanie aktywności HO wiązało się z nasilaniem uszkodzenia 
nerek, indukcja zaś HO-1 za pomocą CoPP wiązała się z działaniem ochronnym. 
Zaciśnięcie tętnicy nerkowej powodowało atrofi ę i patologiczne zmiany w strukturze 
nerek, zaostrzone u zwierząt z genetycznym upośledzeniem indukcji HO-1. Co cieka-
we, już w nerkach szczurów z upośledzoną indukcją HO-1, poddanych jedynie operacji 
„pozorowanej”, notowano mikroskopowe cechy uszkodzenia, występował wyższy po-
ziom COX-2 (izoformy pojawiającej się głównie w odpowiedzi tkanki na stres, chociaż 
w małych ilościach obecnej w nerkach konstytutywnie, w warunkach fi zjologicznych 
[120, 156, 450]) oraz 3-nitrotyrozyny (3-NT) – wykładnika stresu oksydacyjnego, „che-
micznego dowodu” działania wolnego rodnika – nadtlenoazotynu – na reszty tyrozyno-
we białek [61, 91, 103, 335]. Różnice te utrzymywały się także u zwierząt poddanych 
zaciśnięciu tętnicy nerkowej.
W modelu ONN podanie środka kontrastowego powodowało również znaczne 
zwiększenie wytwarzania w nerkach anionu ponadtlenkowego, co było nieco nasilane 
przez inhibitor aktywności HO, mezoporfi rynę cynową (SnMP).
Należy podkreślić, że w obu modelach „superindukcja” HO-1, osiągana poprzez za-
stosowanie CoPP, znamiennie zmniejszała w nerkach stres oksydacyjny, zapobiegała ich 
makro- i mikroskopowemu uszkodzeniu oraz poprawiała ich funkcje (klirens kreatyni-
ny), w modelu 2K1C takie działanie CoPP wiązało się także z normalizacją ciśnienia 
krwi. Wynik ten pozostaje w zgodzie z wcześniejszym doniesieniem dotyczącym mo-
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delu 2K1C [44] oraz uzupełnia badania przeprowadzone na modelu 1K1C, w którym 
unieczynnienie genu HO-1 sprzyjało nadciśnieniu i uszkodzeniu nerki [434]. 
Jakie mechanizmy molekularne mogą odpowiadać za ochronne działanie HO-1 
w nerkach? Układ hem–oksygenaza hemowa ujawnił swoje cytoprotekcyjne działanie 
w wielu modelach uszkodzenia narządowego [343, 346, 442], jednak wydaje się, że 
szczególną rolę układ ten pełni w nerkach [3, 166, 362], gdzie indukcję HO-1 można 
rozważać jako jeden z podstawowych mechanizmów adaptacji do uszkodzenia spowo-
dowanego niedokrwieniem i reperfuzją [9, 392], działaniem nefrotoksyn (np. cisplatyny, 
czy rapamycyny) [8, 139], zapaleniem kłębuszków nerkowych [85, 276, 416], rabdo-
miolizą [287, 289] czy reakcją odrzucania przeszczepu [409, 419]. Zrozumienie roli 
HO w fi zjopatologii nerek pogłębiły prace na myszkach z unieczynnionymi genami dla 
HO-1 [HO-1–/–] lub HO-2 [HO-2–/–] oraz opis kliniczny niedoboru HO-1 u człowieka 
[300, 326, 327, 443]. W nerkach myszek HO-1–/– powyżej 20. tygodnia życia, w korze 
w okolicach cewek wykazywano obecność złogów żelaza, a z czasem u zwierząt tych 
pojawiało się zapalenie kłębuszków nerkowych [327]. Z kolei u myszek HO-2–/– poda-
nie streptozotocyny powodowało większe zmiany morfologiczne i funkcjonalne nerek 
niż u myszek kontrolnych [141]. 
U pacjenta z niedoborem HO-1 notowano podobny fenotyp zaburzeń, jak w przy-
padku myszek HO-1–/–: zaburzenie wzrostu, anemia, złogi żelaza w narządach miąż-
szowych, powiększenie węzłów chłonnych, leukocytoza, hepatosplenomegalia, wzrost 
podatności komórek na uszkodzenie przez stres oksydacyjny. Tak jak w przypadku my-
szek HO-1–/– nerkowe złogi żelaza lokalizowały się przede wszystkim w okolicy cewek 
proksymalnych, a w nerkach występował łagodny rozplem mezangium i uszkodzenie 
naczyń kłębuszków [300, 443]. 
Nefroprotekcyjna rola HO zależeć może od kilku mechanizmów. Po pierwsze, 
indukcja HO-1 sprzyja usuwaniu toksycznego i nasilającego wytwarzanie ROS wolnego 
hemu [325, 344]. Poziom wolnego hemu w nerkach wzrasta w czasie ich ostrego uszko-
dzenia i jego usuwanie może mieć duże znaczenie dla ochrony nerek [140, 219, 405]. 
Rzeczywiście, w naszych eksperymentach podanie środka kontrastowego powodowało 
kumulację wolnego hemu w tkance nerek, czemu zapobiegał induktor HO-1, CoPP. 
Po drugie, podwyższona aktywność HO-1 skutkuje zwiększeniem wytwarzania bili-
rubiny, CO oraz żelaza, którego potencjalnie szkodliwe, prooksydacyjne działanie neu-
tralizowane jest przez ferrytynę (jej indukcja prawie zawsze towarzyszy indukcji HO-1) 
i/lub zwiększony transport Fe2+ na zewnątrz komórki [121]. Zwiększenie poziomu bili-
rubiny w tkance nerek może mieć duże znaczenie dla ochronnego działania HO-1. We-
wnątrznerkowy stres oksydacyjny odgrywa kluczową rolę w patogenezie uszkodzenia 
nerek po zaciśnięciu tętnicy nerkowej oraz wstrzyknięciu środka kontrastowego [150, 
157], a bilirubina, jako niezwykle skuteczny zmiatacz wolnych rodników oraz inhibi-
tor oksydazy NAD[P]H, może ograniczać zarówno powstawanie, jak i oddziaływanie 
ROS [383, 391]. Ochronne działanie bilirubiny opisane zostało w modelu niedokrwienia 
i reperfuzji izolowanej nerki [7]. 
Za działanie ochronne HO-1 odpowiadać może także zwiększone powstawanie tlen-
ku węgla (CO). Na ochronne właściwości CO może składać się jego działanie naczynio-
rozszerzające [105, 423, 458], hamowanie wytwarzania ROS przez oksydazę NAD[P]H 
[3], działanie przeciwzapalne [275, 305], a także (w modelach in vitro) zdolność do 
hamowania procesów apoptozy [51]. Wykazano kardioprotekcyjne właściwości ma-
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łych ilości gazowego CO [131] oraz związków chemicznych – donorów CO (CORM, 
CORM-2, CORM-3) [72, 145]. 
Uzyskane w pracy wyniki świadczą, że nadmiernie nasilona apoptoza odgrywa 
ważną rolę w patogenezie uszkodzenia nerek i nadciśnienia spowodowanego zaciś-
nięciem tętnicy nerkowej oraz niewydolności nerek po podaniu jonowego środka 
kontrastowego. Zaciśnięcie tętnicy nerkowej powodowało wzrost w tkance nerek licz-
by komórek apoptotycznych oraz zwiększenie aktywności kaspazy-3 w homogenacie 
z narządu. We wcześniejszych badaniach prowadzonych w modelu 2K1C wykaza-
no aktywację kaspazy-3 oraz kaspazy-9, ale nie kaspazy-8 [43]. Podobnie w nerkach 
szczurów z eksperymentalną cukrzycą dochodziło do aktywacji kaspazy-3 i kaspazy-9, 
aktywność zaś kaspazy-8 nie ulegała podwyższeniu. Inaczej było w modelu ONN, 
gdzie podanie środka kontrastowego powodowało aktywację wszystkich trzech kaspaz 
w rdzeniu nerek.
Analiza aktywności poszczególnych kaspaz sugeruje, że w modelu 2K1C oraz cuk-
rzycy wywołanej podaniem STZ dochodzi głównie do aktywacji wewnątrzpochodnego 
szlaku apoptozy (zob. rys. 2), zależnego od destabilizacji mitochondriów i uwalniania 
z nich proapoptotycznych białek. W modelu ONN, obok niewątpliwej aktywacji szlaku 
wewnątrzpochodnego, nasila się także działanie szlaku zewnątrzpochodnego (mogłoby 
to być np. wykładnikiem silniejszej w tym modelu komponenty zapalnej). Znamienne 
jest także, że we wszystkich trzech modelach miejsce najsilniejszej aktywacji procesów 
apoptozy pokrywa się z miejscem największego uszkodzenia narządu.
Niniejsza praca po raz pierwszy zwraca uwagę na istotną rolę programowanej śmier-
ci komórek w modelu 2K1C, chociaż również wiadomo, że nadmiernie nasilona apop-
toza może przyczyniać się do rozwoju różnych schorzeń nerek [3, 195, 196, 246]: ostrej 
niewydolności nerek w przebiegu ich niedokrwienia i reperfuzji [37, 83, 108, 134, 223, 
309, 415], uszkodzenia spowodowanego podaniem środka kontrastowego [169] i glice-
rolu [171], a także nefropatii cukrzycowej [218, 428, 440] i torbielowatości nerek [107]. 
W większości wypadków apoptoza bierze udział w uszkodzeniu cewek nerkowych, cho-
ciaż ostatnio podnosi się również udział programowanej śmierci komórki w patologiach 
kłębuszków nerkowych [175, 258]. Wydaje się, że hamowanie apoptozy mogłoby stano-
wić obiecującą strategię ochrony nerek [117, 303]. 
W prezentowanych modelach uszkodzenia nerek upośledzenie indukcji HO-1 
lub zahamowanie jej aktywności wiązało się z nasilaniem, „superindukcja” zaś 
HO-1 za pomocą CoPP z zahamowaniem apoptozy. Co ciekawe, w modelu 2K1C, 
już u zwierząt poddanych operacji „pozorowanej”, genetyczne upośledzenie indukcji 
HO-1 podwyższało liczbę komórek apoptotycznych w tkance nerek, czemu jednak nie 
towarzyszył wzrost aktywności kaspazy-3 (sugerowałoby to aktywację niezależnych 
od kaspaz dróg apoptozy w nerkach tych zwierząt [50]). Zaciśnięcie tętnicy nerkowej 
u szczurów, którym podano wektor zawierający gen HO-1 w orientacji „antysens”, po-
wodowało znamiennie silniejszą aktywację kaspazy-3 w porównaniu ze zwierzętami 
kontrolnymi. Podobnie w modelu ONN zastosowanie inhibitora aktywności HO, SnMP, 
nasilało aktywację kaspaz. Niezmiernie ważne jest, że indukcja HO-1 za pomocą CoPP 
we wszystkich trzech modelach uszkodzenia nerek znamiennie zmniejszała cechy ak-
tywacji apoptozy. Możliwość hamowania apoptozy w nerkach przez HO-1 podnoszona 
była już wcześniej [204, 331], jednak mechanizmy antyapoptotycznego działania HO-1 
nie były zbadane. 
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Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazują, że hamowanie apoptozy przez 
HO-1 odbywa się poprzez wpływ na białka regulujące procesy apoptozy z rodzi-
ny Bcl-2 oraz kinazę białkową Akt. W modelu 2K1C, w grupie zwierząt poddanych 
operacji „pozorowanej”, w porównaniu ze szczurami kontrolnymi, poziom jednego 
z głównych aktywatorów apoptozy – białka Apaf-1 – w homogenatach nerek był wy-
raźnie wyższy u szczurów z genetycznym upośledzeniem indukcji HO-1 i różnica ta 
utrzymywała po zaciśnięciu tętnicy nerkowej. U tych zwierząt upośledzony był także 
wzrost ekspresji antyapoptotycznego białka Bcl-2 w odpowiedzi na zaciśnięcie tętnicy 
nerkowej – jak się wydaje naturalna reakcja obronna, rozwijająca się bez przeszkód 
u zwierząt kontrolnych. Z kolei w modelu niewydolności nerek farmakologiczne hamo-
wanie aktywności HO silnie zwiększało, zarówno w rdzeniu, jak i w korze nerek po-
ziom proapoptotycznego, destabilizującego mitochondria, białka Bax oraz zmniejszało 
w korze nerek ekspresję antyapoptotycznego białka Bcl-2. Szczególnie ważny jest fakt, 
że we wszystkich modelach uszkodzenia nerek indukcja HO-1 za pomocą CoPP silnie 
zwiększała poziomy antyapoptotycznych białek Bcl-2 i Bcl-xl. 
Wzajemne hamowanie pomiędzy pro- i antyapoptotycznymi białkami z rodziny Bcl-2, 
realizowane głównie poprzez bezpośrednie oddziaływanie ich domen białkowych (BH1–
–BH4), jest kluczowe dla skutecznej kontroli wewnątrzpochodnego szlaku programowa-
nej śmierci komórki [41, 355, 436]. Biorąc pod uwagę działanie i strukturę, liczną rodzinę 
tych białek dzieli się na 3 podgrupy: posiadające 4 domeny BH białka hamujące apoptozę 
(np. Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl -1), wielodomenowe (ale bez domen BH4) białka 
nasilające apoptozę (np. Bax, Bak, Bok/Mtd) oraz proapoptotyczne białka zawierające 
jedynie domenę BH3 (np. Bad, Bid, Bim/Mod, Noxa, Puma/Bbc3, Bmf). Liczne bada-
nia wciąż przynoszą nowe informacje o działaniu poszczególnych składowych rodziny 
Bcl-2 [6, 143, 149, 339]. W największym skrócie, podczas aktywacji wewnątrzpochod-
nego szlaku apoptozy białka Bax i Bak, tworząc oligomery na powierzchni mitochon-
driów, biorą udział w uwalnianiu z nich potężnych aktywatorów apoptozy [193]. Głów-
ną rolą antyapoptotycznych białek Bcl-2 jest zapobieganie tej reakcji. Należy jednak 
podkreślić, że ochronna rola takich białek, jak Bcl-2 i Bcl-xl wykracza poza bezpośred-
nie hamowanie białek proapoptotycznych – mogą one również stabilizować przepusz-
czalność dla wapnia błon siateczki śródplazmatycznej i mitochondrium oraz działać an-
tyoksydacyjnie [99, 182]. Z kolei białka zawierające jedynie domenę BH3, indukowane 
w sytuacji stresu komórkowego, inaktywują antyapoptotyczne białka Bcl-2. Komórki 
regulują ekspresję oraz aktywność (poprzez modyfi kacje potranslacyjne) poszczegól-
nych składowych rodziny Bcl-2 [41, 436]. Uzyskane wyniki wskazują, że ochronna rola 
HO-1 może polegać na przywracaniu prawidłowej równowagi pomiędzy ekspresją pro- 
i antyapoptotycznych białek rodziny Bcl-2, a przez to na stabilizacji mitochondriów. 
Dokładny mechanizm molekularny takiego wpływu wymaga jednak dalszych badań.
W modelu 2K1C indukcji HO-1 wywołanej przez CoPP towarzyszyło podwyższenie 
poziomu kinazy Akt oraz wzrost jej aktywności, mierzony stopniem krytycznej dla jej 
działania fosforylacji – przy reszcie seryny 473 [450]. Kinaza białkowa Akt (znana także 
jako PKB, protein kinase B) to konserwatywne białko występujące u ssaków w trzech 
izoformach – PKBα, PKBβ i PKBγ (Akt1, Akt2 i Akt3) – odgrywające (z pewnymi róż-
nicami co do poszczególnej izoformy [163]) centralną rolę w regulacji metabolizmu 
(zwłaszcza cukrów), transkrypcji mRNA, przebiegu cyklu komórkowego i funkcji cy-
toszkieletu [46, 55, 104, 118]. Kinaza Akt sprzyja proliferacji komórkowej i pełni aktyw-
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ną rolę w hamowaniu apoptozy, m.in. poprzez inaktywację proapoptotycznego białka 
Bad [87, 126, 370, 401], które – podobnie jak inni sprzyjający apoptozie „członkowie” 
rodziny Bcl-2 – bierze udział w destabilizacji mitochondriów [355]. Należy dodać, że 
działanie kinazy Akt jest bardzo ściśle związane z mitochondriami – oprócz hamowa-
nia białka Bad odpowiada ona za przyłączanie do błon mitochondrialnych innych re-
gulatorów apoptozy (w tym np. innych kinaz), sama może także łączyć się z błonami 
mitochondrialnymi, a nawet być „importowana” do wnętrza tych organelli [34, 311]. 
Podstawowym aktywatorem kinazy Akt jest kinaza fosfatydyloinozytolu (PI3K) pobu-
dzana związaniem się ze swoistymi receptorami czynników wzrostu czy insuliny [26, 
159, 161, 375]. Chociaż mechanizm aktywacji Akt przez HO-1 w naszych modelach 
badawczych pozostaje niejasny, to można spekulować, że mógłby zależeć on od odkrytej 
niedawno zdolności CO do pobudzania PI3K [235, 460]. Schematyczne ujęcie zakłada-
nych punktów działania HO-1 na szlaki apoptozy przedstawia rysunek 29. 
Biologicznym rezultatem antyapoptotycznego działania HO-1 wydaje się stabi-
lizacja mitochondriów i poprawa ich funkcji. Mitochondria to nie tylko komórkowe 
„elektrownie” odpowiedzialne za wytwarzanie energii, ale także podstawowe organelle 
regulujące przebieg wewnątrzpochodnego szlaku programowanej śmierci komórki [15, 
45, 62, 260]. Uzyskane wyniki sugerują, że działanie biologiczne indukowanych (lub ha-
mowanych) przez HO-1 molekuł skupia się właśnie na tych organellach [172, 338, 413]. 
Co więcej, wydaje się, że mitochondria mają swój „własny” układ HO (rys. 29).
Podawanie CoPP w modelu cukrzycy szczurom z genetycznym upośledzeniem in-
dukcji HO-1 powodowało pojawienie się tego enzymu we frakcji mitochondrialnej. Mi-
tochondrialna lokalizacja HO-1 potwierdzona była barwieniem immunocytochemicz-
nym, wykonanym techniką EM immunogold. Co więcej, podawanie CoPP poprawiało 
funkcje mitochondriów – odwracało cukrzycowe upośledzenie aktywności mitochon-
drialnej oksydazy cytochromu c oraz zmniejszało mitochondrialne wytwarzanie ROS.
Niewiele wiadomo o „wewnątrzmitochondrialnej HO-1” – po raz pierwszy możli-
wość takiej lokalizacji tego enzymu zasugerowano bardzo niedawno [76, 343]. Podej-
rzewa się, że główną rolą tej HO-1 byłaby degradacja hemu uwalnianego z licznych mi-
tochondrialnych hemoprotein [76]. Istnieją jednak wiarygodne przesłanki, że wewnątrz-
mitochondrialna HO-1 mogłaby również regulować funkcje tych organelli [98]. Czy 
mogłaby także zapobiegać uwalnianiu z nich aktywatorów apoptozy, np. cytochromu c? 
Uzyskane w modelu cukrzycy wyniki sugerują taką właśnie możliwość.
Potencjalny mechanizm takiego działania HO-1 mógłby np. zależeć od ogranicza-
nia prooksydacyjnego działania wolnego hemu na lipidy błon mitochondrialnych [98] 
– ich stan bowiem (np. stopień utlenienia kardiolipiny) istotnie wpływa na funkcje 
mitochondriów i działanie systemu pro- i antyapoptotycznych białek Bcl-2 [264, 298, 
304, 433, 439].
Śmierć jest nieodłączną towarzyszką życia. Nadmierne hamowanie apoptozy może 
sprzyjać chorobom nowotworowym i zaburzeniom autoimmunizacyjnym [111, 158, 266]. 
Jednakże nadmiernie nasilona, „rozregulowana” apoptoza bierze udział w patogenezie 
wielu schorzeń, w tym również tych przewlekłych, zwanych cywilizacyjnymi – chorób 
układu sercowo-naczyniowego [88, 183, 461] oraz zaburzeń degeneracyjnych układu 
nerwowego [281]. Coraz bardziej intensywne są więc próby bezpiecznego hamowania 
programu śmierci komórki, np. poprzez wpływanie na białka regulujące apoptozę lub po-
prawiające funkcje mitochondriów [132, 146, 158, 202, 281, 319, 389, 397, 432].
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Rys. 29. Schematyczne ujęcie wpływu HO na podstawowe szlaki apoptozy. Szczegóły w tekście
Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazują, że system HO działa ochronnie po-
przez przywracanie prawidłowej regulacji apoptozy w wybranych, zwierzęcych mode-
lach ostrego i przewlekłego uszkodzenia nerek. Otwarte jednak pozostaje pytanie, na 
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ile wyniki te można odnieść do sytuacji klinicznej. Każdy model zwierzęcy ma ograni-
czenia i odrębności, które uniemożliwiają „automatyczne” odniesienia do prawdziwego 
schorzenia u ludzi. Dotyczy to także zwierzęcych modeli uszkodzenia nerek [48, 64, 
374]. Biorąc pod uwagę patomechanizmy oraz obraz morfologiczny, modele ostrego 
uszkodzenia nerek, spowodowanego zaciśnięciem tętnicy nerkowej (2K1C) oraz poda-
niem środka kontrastowego (ONN), są bardziej zbliżone do sytuacji klinicznej niż model 
ich przewlekłego uszkodzenia w przebiegu cukrzycy typu 1, rozwijającej się po podaniu 
streptozotocyny [49, 164, 165, 430]. Wydaje się więc, że uzyskane w niniejszej pracy 
wyniki można, chociaż z dużą ostrożnością, odnieść przede wszystkim do przebiegu 
klinicznego ostrej niewydolności nerek. 
Nefroprotekcyjne działanie HO-1 wykazywano już wcześniej [9, 10, 393]. Niniejsza 
praca podkreśla kluczowe znaczenie apoptozy w uszkodzeniu nerek, spowodowanym 
zaciśnięciem tętnicy nerkowej oraz podaniem środka kontrastowego, oraz identyfi kuje 
hamowanie apoptozy przez HO-1 jako główny mechanizm jej działania ochronnego. 
W niniejszej pracy po raz pierwszy zaproponowano również mechanizm molekularny 
ochronnego działania HO-1 w „nerkowej” postaci uszkodzenia nerek.
Co ciekawe, istnieją przesłanki, aby uznać hamowanie apoptozy poprzez stymulację 
kinazy Akt oraz indukcję antyapoptotycznych białek z rodziny Bcl-2 za uniwersalny me-
chanizm dobroczynnego działania HO-1. Ostatnie miesiące przynoszą kolejne ciekawe 
doniesienia o powiązaniach HO-1 z układem białek Bcl-2 w modelach in vitro uszko-
dzenia komórek śródbłonka [426], kardiomiocytów [155], komórek siatkówki oka [388] 
oraz in vivo, w modelu niedokrwienia jelit [176] i wątroby [199]. Znalezienie bezpiecz-
nych, farmakologicznych sposobów naśladowania tego, jak się wydaje, uniwersalnego 
mechanizmu ochronnego mogłoby więc przyczynić się nie tylko do postępów w leczeniu 
ostrej lub przewlekłej niewydolności nerek, lecz także schorzeń, w których rozwoju rolę 
odgrywa nadmiernie nasilona apoptoza.
7. WNIOSKI
1. Nadmiernie nasilona apoptoza, a zwłaszcza jej szlak wewnątrzpochodny, odgrywa 
ważną rolę w patogenezie uszkodzenia nerek i nadciśnienia spowodowanego zaciśnię-
ciem tętnicy nerkowej oraz niewydolności nerek po podaniu jonowego środka kontra-
stowego.
2. Niezależnie od modelu, indukcja HO-1 towarzysząca uszkodzeniu nerek jest częś-
cią ochronnej odpowiedzi adaptacyjnej narządu ukierunkowanej na ograniczenie uszko-
dzenia. 
3. Mechanizm ochronnego działania HO-1 polega na aktywnym hamowaniu apopto-
zy, zwłaszcza jej szlaku wewnątrzpochodnego, poprzez podwyższanie poziomu regula-
torowych białek antyapoptotycznych (Bcl-2, Bcl-xl), obniżanie poziomu białek proapo-
ptotycznych (Bax) oraz aktywację szlaku kinazy Akt.
4. Hamowanie wewnątrzpochodnego szlaku apoptozy może być związane z wewnątrz-
mitochondrialną HO-1 i jej potencjalnym wpływem ochronnym na mitochondria. 

8. STRESZCZENIE
Oksygenaza hemowa (HO), a szczególnie jej izoforma indukowalna (HO-1), odgry-
wa główną rolę w obronie komórek i tkanek przed różnego rodzaju uszkodzeniem. Wy-
kazano ochronną rolę HO-1 w wielu schorzeniach nerek, jednak pomimo intensywnych 
badań dokładne mechanizmy dobroczynnego działania tego enzymu nie są do końca 
poznane.
Nadmiernie nasilona apoptoza bierze udział w rozwoju wielu ostrych i przewlekłych 
schorzeń nerek, a hamowanie procesów apoptozy może mieć duży potencjał terapeu-
tyczny.
Celem pracy było zbadanie mechanizmów oddziaływania szlaku HO na procesy apo-
ptozy w trzech różnych szczurzych modelach uszkodzenia nerek: modelu nadciśnienia 
naczyniowo-nerkowego 2 Kidney 1 Clip (2K1C), modelu ostrej niewydolności nerek 
spowodowanej podaniem środka kontrastowego (kwas jotalamowy) (ONN) oraz modelu 
cukrzycy spowodowanej podaniem streptozotocyny (STZ).
W badaniach stosowano zarówno strategie hamujące aktywność HO (szczury, którym 
zaraz po urodzeniu podawano retrowirusowy wektor zawierający gen szczurzej HO-1 
ułożony w orientacji „antysens”; podawanie inhibitora aktywności HO – mezoporfi ryny 
cynowej – SnMP), jak i zwiększające indukcję HO-1 (podawanie chemicznego indukto-
ra HO-1 – protoporfi ryny kobaltowej – CoPP). Oceniano makro- i mikroskopowe (oce-
na histologiczna), biochemiczne (tkankowa ekspresja zapalnej cyklooksygenazy-2 oraz 
3-nitrotyrozyny) oraz funkcjonalne (klirens kreatyniny) wykładniki uszkodzenia nerek. 
W nerkach mierzono ekspresję i aktywność izoform HO (pomiar spektrofotometryczny 
i techniką Western blot), nasilenie apoptozy (metoda TUNEL, aktywność poszczegól-
nych kaspaz) oraz ekspresję wybranych pro- i antyapoptotycznych białek (Bcl-2, Bcl-xl, 
Bax, Apaf-1, Akt i fosfo-Akt).
Indukcja HO-1 w nerkach występowała we wszystkich badanych modelach: towa-
rzyszyła zaciśnięciu tętnicy nerkowej (2K1C), podaniu jonowego środka kontrastowe-
go (ONN) oraz, w dłuższej perspektywie czasowej, rozwojowi cukrzycy po dootrzew-
nowym podaniu szczurom streptozotocyny (STZ). Pojawiające się uszkodzenie nerek 
charakteryzowało się zaburzeniem ich morfologii (2K1C), upośledzeniem ich funkcji 
(2K1C, ONN), pojawieniem się w komórkach enzymów zapalnych (2K1C) oraz wzro-
stem wytwarzania wolnych rodników tlenowych w tkance (2K1C, ONN, STZ). We 
wszystkich modelach eksperymentalnych CoPP zwiększał ekspresję HO-1 w nerkach 
i zapobiegał ich morfologicznemu i czynnościowemu uszkodzeniu, a wywołanej przez 
CoPP indukcji HO-1 towarzyszyło zahamowanie apoptozy (wyrażone niższą aktyw-
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nością kaspaz), zwiększona ekspresja antyapoptotycznych białek Bcl-2 i Bcl-xl oraz 
podniesiony poziom ekspresji i zwiększony stopień fosforylacji kinazy Akt (2K1C). Co 
ciekawe, w modelu cukrzycy wyidukowana pod wpływem CoPP HO-1 lokalizowała się 
w mitochondriach, a pojawieniu się HO-1 towarzyszyło zwiększenie aktywności mito-
chondrialnej oksydazy cytochromu c oraz spadek mitochondrialnego wytwarzania anio-
nu ponadtlenkowego (O2
–).
Podsumowując, mechanizm ochronnego działania HO-1 w badanych modelach 
uszkodzenia nerek polegał na aktywnym hamowaniu apoptozy, zwłaszcza jej szlaku 
wewnątrzpochodnego, poprzez podwyższanie poziomu regulatorowych białek antyapo-
ptotycznych (Bcl-2, Bcl-xl), obniżanie poziomu białek proapoptotycznych (Bax) oraz 
aktywację szlaku kinazy Akt. Hamowanie wewnątrzpochodnego szlaku apoptozy mogło 
być związane z wewnątrzmitochondrialną lokalizacją HO-1 i jej potencjalnym wpły-
wem ochronnym na mitochondria. Znalezienie bezpiecznych, farmakologicznych spo-
sobów naśladowania tego mechanizmu ochronnego mogłoby przyczynić się nie tylko 
do postępów w leczeniu ostrej lub przewlekłej niewydolności nerek, ale także schorzeń, 
w rozwoju których rolę odgrywa nadmiernie nasilona apoptoza.
9. ABSTRACT
Heme oxygenase (HO) (esp. its inducible isoform – HO-1), plays pivotal role in cel-
lular defense against various form of injury and induction of HO-1 has been shown to 
play a protective role in renal pathology. However, despite intensive studies the exact 
mechanisms of renoprotective action of HO have not been fully established. 
It is known that enhanced apoptosis contributes to the development of various acute 
and chronic renal disorders, thus the inhibition of apoptotic processes may represent 
new, important therapeutic approach.
The aim of this study was to study the mechanisms of anti-apoptotic action of HO 
system in three different rat models of kidney injury: 2 kidney 1 clip reno-vascular hy-
pertension (2K1C), acute renal failure induced by injection of contrast medium (ioth-
alamic acid – ARF) and diabetes induced by administration of streptozotocin (STZ). 
Both, strategies aimed to diminish HO activity (use of rats injected with retroviral vector 
containing rat HO-1 gene in anti-sens orientation; use of HO activity inhibitor, stannous 
mesoporphyrin – SnMP) and to enhance HO-1 induction (use of chemical HO-1 inducer, 
cobalt protoporphyrin – CoPP) were applied. Renal functional parameters (creatinine 
clearance) as well as macro- and microscopic features of kidney injury (histology, tis-
sue expression of cyclooxygenase-2 and 3-nitrotyrosine) were estimated. The expression 
and activity of HO isoforms (spectrophotometric assay, western blot technique), activa-
tion of apoptotic processes (TUNEL method, activity of caspases) as well as expression 
of selected pro- and anti-apoptotic proteins (Bcl-2, Bcl-xl, Apaf-1, Bax, Akt kinase and 
its phosphorylation) were estimated.
Depending on the model, the injury was characterized by derangement of kidney 
morphology (2K1C), impairment of kidney function (2K1C, ARF), tissue induction of 
infl ammatory enzymes (2K1C) and increase of oxygen free radical production (2K1C, 
ARF, STZ). In every model kidney injury was accompanied by the induction of HO-1. 
Enhanced apoptosis was triggered in three models of kidney injury, as evidenced by 
activation of caspases and changes in expression of pro- and anti-apoptotic regulatory 
proteins. Apoptosis was enhanced by use of HO activity inhibitor, SnMP, and in HO-1-
-antisense rats. In every model of kidney injury, induction of HO-1 by chemical inducer, 
CoPP was associated with decrease of morphological and functional damages as well as 
with inhibition of apoptosis and increased expression of anti-apoptotic proteins (Bcl-2, 
Bcl-xl, Akt and phosho-Akt). Interestingly, in kidneys of STZ-treated rats, CoPP-in-
duced HO-1 was localized in mitochondria, what was associated with increase of activ-
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ity of mitochondrial cytochrome c oxidase and decrease of mitochondrial production of 
superoxide anion (O2
–). 
Summing up, the mechanism of protective action of HO-1 in studied models of kid-
ney injury was related to the inhibition of apoptosis (esp. its intrinsic pathway), due to 
increase of expression of anti-apoptotic proteins (Bcl-2, Bcl-xl), decrease of expres-
sion of pro-apoptotic factors (Bax) and activation of Akt pathway. Inhibition of intrin-
sic pathway of apoptosis by HO-1 could be also associated with protective action on 
mitochondria. Better understanding of infl uence of HO-1 on apoptotic processes may 
facilitate designing of HO-1-mimicking drugs, which could be useful in the treatment of 
apoptosis-related diseases.
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